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RESUMEN

El Estero de Urias, ubicado en el sur de la costa de Sinaloa, se caracteriza por una
compleja dindmica ambiental de multiestresores. Entre ellos se encuentran los
hidrocarburos poliaroméaticos (HPAS), compuestos mutagénicos y carcinogénicos
derivados de procesos de combustion incompletos o de contaminacién petroquimica, que
tienden a adsorberse en las particulas suspendidas y en los sedimentos de los sistemas
acuaticos. En este escenario de complejidad ambiental, el objetivo del presente estudio fue
discernir en el Estero de Urias, Mazatlan, la probable accién tdxica de los HPAs en el
mejillon nativo Mytella strigata, organismo relevante por sus caracteristicas como
bioindicador y su posicion clave en las redes troficas, a través de la evaluacion de
biomarcadores multiples y de su relacion con la concentracion de los HPAs en agua,
sedimento y tejidos. En tres sitios de estudio (Puente Juarez, Astillero y El Castillo) se
evaluaron biomarcadores de exposicién (actividad EROD) y de efecto (estabilidad
lisosomal, niveles proteicos, relacién atomica O:N, indice de condicién y campo de
crecimiento). Las concentraciones de HPAs de bajo peso molecular (BPM) y de alto peso
molecular (APM) en los sedimentos denotan que mientras Astillero y El Castillo son sitios
de depdsito, Puente Juarez presenta una elevada dindmica de corrientes con procesos de
acumulacion de HPAs diferentes de los de Astillero y El Castillo. Acorde a los criterios de
calidad sedimentaria y a los efectos bioldgicos observados, las concentraciones de HPAS
cuantificadas en los sedimentos asi como los niveles bioacumulados de algunos
compuestos, evidenciaron un riesgo para la biota. Sin embargo, no se observaron
relaciones de causalidad entre los HPAs cuantificados en sedimento, los bioacumulados y
los efectos bioldgicos observados. EI comportamiento de la actividad EROD sugiere su
induccion o inhibicion adicional por otro grupo de contaminantes y/o por factores
endogenos y se concluye que en sistemas sujetos a estresores maltiples no es un
biomarcador de exposicion a HPAs adecuado. La estabilidad lisosomal y los niveles de
proteina en hemolinfa y musculo proporcionaron informacion valiosa sobre la condicion
fisiologica de los organismos y se asociaron con respuestas fisiologicas-individuales. De
manera particular, el consumo de oxigeno, la excrecion nitrogenada y la relaciéon O:N
refieren una mayor condicion de estrés en los bivalvos provenientes de Puente Juarez y
Astillero y se relacionaron con las mayores concentraciones de HPAs bioacumuladas. La
evaluacion del campo de crecimiento proporcioné una valoracion cuantitativa del estado
fisiologico de los mejillones, integrando el efecto adverso de mdltiples estresores
ambientales incluidos los HPAs, con la condicion nutricional y el balance energético de los
organismos. ElI comportamiento del indice de condicion y del campo de crecimiento
sugiere que, aun en ambientes altamente impactados como el Estero de Urias, el mejillon
M. strigata presenta la capacidad de compensar el efecto adverso de estresores
ambientales, incluida la accion tdxica de contaminantes, siempre y cuando disponga de un
suministro energético adecuado. De manera particular, en P. Juérez la disponibilidad de
alimento permite a M. strigata sostener un elevado potencial de crecimiento y un esfuerzo
reproductivo constante (Leal-Tarin, 2007), lo cual puede a su vez influir sobre la
bioacumulacion de HPAs en estos organismos.

Los resultados obtenidos evidencian que en sistemas tan complejos como el Estero de
Urias, las respuestas bioldgicas evaluadas no reflejan el efecto aislado de los HPAs, sino la
accion conjunta de los mdltiples estresores que inciden en el sistema. Se resalta la
importancia de los estudios que evallen mdltiples biomarcadores de exposiciéon y de
efecto, en conjuncion con la cuantificacién de los compuestos téxicos tanto del medio
externo como de los bioacumulados.

Xi



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Como consecuencia del acelerado incremento demografico y el desarrollo industrial riberefio
de las dltimas décadas, se ha elevado considerablemente el flujo hacia el medio ambiente
marino y hacia los sistemas costeros de una gran variedad de materiales naturales y sintéticos,
contribuyendo a modificar la zona costera y deteriorar la calidad del agua y los sedimentos
(Cajaraville, 2000; Paez-Osuna et al., 1989).

Entre los quimicos mas relevantes en al ambiente acuatico se encuentran los hidrocarburos, los
cuales ingresan al ambiente costero como resultado de incendios forestales, quema agricola,
incineracion de residuos, actividades de extraccion, procesamiento, transporte y combustion
de combustibles fosiles, asi como de plantas de generacion de energia eléctrica (Baumard et
al. 1998, Cram et al. 2004; Yunker et al. 2002). Los hidrocarburos policiclicos aromaticos
(HPAs) son compuestos formados por al menos dos anillos fusionados de benceno, los cuales
difieren en el ndmero y posicion de los anillos aromaticos (Furton y Pentzke, 1998). Se
originan de procesos de combustién incompleta o de contaminacion petroquimica y en el
ambiente acuatico tienden a adsorberse a particulas suspendidas (especialmente detritos de
origen vegetal) y a sedimentos (Ariese et al., 2001). Por ello, las condiciones de alta turbidez
(por ejemplo en zonas portuarias 0 en condiciones de tormenta) favorecen el ingreso de los
HPAs de alto peso molecular a los organismos, mientras que en condiciones de calma los
HPAs mas ligeros, que se encuentran en la fase disuelta, serdn mayoritariamente
prioritariamente absorbidos por los individuos (Baumard et al., 1999) (Fig. 1). Dado su
caracter carcinogénico/mutagénico, los HPAs y sus efectos deben ser monitoreados

regularmente en el ambiente (Ariese et al., 2001).

Pese a la relevancia de los sistemas costeros como ambientes de transicion, en comparacion
con los estudios sobre cuantificacion quimica en las diferentes matrices ambientales (agua,
sedimentos, organismos), la literatura que aborda el efecto toxico de los contaminantes
antropogénicos sobre la biota en estos sitios resulta escasa. Los estudios realizados a la fecha
con este enfoque corresponden a localidades ubicadas principalmente en paises desarrollados,
pertenecientes a latitudes templadas, por lo que tienen poca o nula relacion con las
condiciones ambientales de los sistemas costeros tropicales o subtropicales (Bordeau et al.,

1989; Lacher y Goldstein, 1997) caracteristicos de la Republica Mexicana.

Efecto de hidrocarburos poliarométicos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa.
Pifia-Chacén, L. E. 2008.
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o3

Antraceno

Naftaleno

Criseno

Benzo(a)pireno

Fig. 1. Algunos ejemplos de HPA de alto peso molecular, como el benzo(a)pireno,
y de HPA de bajo peso molecular, como el naftaleno (Eisler, 1987).

En el litoral mexicano, las actividades econdmicas que se desarrollan en puertos y bahias, asi
como aquellas que se desarrollan al interior del continente, pero que alcanzan la costa por
medio de los efluentes, han impactado ostensiblemente a muchos ecosistemas costeros. El
Estero de Urias, ubicado en el sur de la costa de Sinaloa, México, forma parte de un complejo
sistema de transicion continental-marino y es receptor de una vasta cantidad de contaminantes
antropogénicos. Entre ellos se cuentan descargas de la industria alimentaria y urbana, efluentes
de acuicultura y agricultura, descargas de combustibles derivadas de la actividad maritima del
Puerto de Mazatlan, asi como emisiones de las instalaciones de PEMEX y la termoeléctrica de
CFE, por citar las mas relevantes (CONABIO, 2004).

La preocupacion por el aporte de contaminantes a este sistema estuarino-lagunar y su efecto
nocivo sobre la comunidad de organismos que ahi reside, ha motivado la realizacion de
diversos trabajos. Entre éstos destacan las evaluaciones de la concentracion de metales y
HPAs totales en la ostra de manglar Crassostrea corteziensis (Paez- Osuna et al., 2002) y de la
concentracion de metales y su biodisponibilidad en organismos filtradores: una ostra
(Crassostrea corteziensis), un mejillon (Mytella strigata) y un balano (Fistilobalanus

dentivarians) (Ruelas-Inzunza y Paez-Osuna, 2000). Asimismo se ha estudiado la distribucién

Efecto de hidrocarburos poliarométicos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa.
Pifia-Chacén, L. E. 2008.
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y asociacion de metales traza en el tejido blando y biso de M. strigata y otros organismos

bentonicos del sistema lagunar adyacente al Puerto de Mazatlan (Szefer et al., 1998).

Sin embargo, la evaluacion del estado de contaminacion de un ecosistema no puede basarse
Unicamente en el analisis quimico de las matrices ambientales, incluidos los organismos
residentes, ya que no indican el efecto deletéreo de los contaminantes sobre la biota
(Cajaraville et al., 2000). Resulta incuestionable la necesidad de estudiar el efecto toxico de

los contaminantes sobre la comunidad autoctona y la sensibilidad de las especies residentes.

El efecto toxico de los contaminantes se origina en los procesos quimicos en el nivel
molecular; cuando el efecto del contaminante excede la capacidad compensatoria de las
respuestas bioquimicas y fisiologicas del organismo, su accion se manifiesta impactando los
subsiguientes niveles jerarquicos de organizacion bioldgica, esto es, a nivel de poblacion,
comunidad y/o el mismo ecosistema. Por ello, los programas de monitoreo bioldgico
ambiental deben considerar respuestas en niveles diferentes de organizacion bioldgica,
incluyendo el molecular, bioquimico y fisiologico, donde pueden expresarse de manera

temprana los efectos adversos de los toxicos, respuestas denominadas “biomarcadores”.

Los biomarcadores se definen como respuestas biolégicas que pueden medirse en muestras de
tejidos, excretas o en el organismo completo, y de manera ideal indican tanto la exposicion
como la magnitud de los efectos adversos de numerosos quimicos toxicos y de otros estresores
ambientales (Depledge y Billinghurst, 1999). De manera particular, los marcadores
moleculares, bioquimicos y/o celulares constituyen una valiosa herramienta para el
alertamiento temprano de los efectos bioldgicos adversos causados por la contaminacion, la
mayoria de las veces antropogénica, de un sistema natural. Asi, los biomarcadores pueden

definirse como indicadores a corto plazo de los efectos bioldgicos a largo plazo (Fent, 2004).

De acuerdo a Dissanayake (2001), el empleo de los biomarcadores representa numerosas
ventajas respecto a la determinacion aislada de las concentraciones de contaminantes

quimicos, entre los que destacan:

-Permiten la identificacion de la interaccién producida entre el contaminante y el

organismo.
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- Integran las respuestas bioldgicas y por lo tanto pueden evidenciar la presencia de

contaminantes tanto conocidos como de aquellos desconocidos.

-Pueden facilitar la evaluacion de cuales contaminantes estan biodisponibles para los

organismos.

-Al integrarlos con el analisis quimico de los contaminantes, pueden ayudar a establecer

las relaciones de causalidad.

-Permiten la deteccion de posibles efectos subletales, lo cual contribuye a implementar

medidas preventivas en el ambiente (Livingstone, 1993; Depledge, 1994).

Con el objetivo de reconocer el dafio y los efectos potenciales que los contaminantes ejercen
sobre la comunidad de organismos de un ecosistema, se ha impulsado la implementacién de
biomarcadores para determinar el estado de los ecosistemas marinos dentro del area de
Evaluaciéon de Riesgo Ambiental, enfatizandose que el uso simultdneo de varios
biomarcadores permite elucidar el desempefio de cada uno de ellos (Lowe et al., 1992; Moore,
1992; Moore y Evans, 1992; Moore y Simpson, 1992). Un enfoque de biomarcadores
multiples permite un mejor entendimiento del efecto de la contaminacion sobre la biota

mediante la identificacion e integracion de las distintas respuestas (Dissanayake, 2001).

Al respecto, varios autores han propuesto metodologias adecuadas para evaluar las variaciones
globales en una bateria de biomarcadores. Por ejemplo, las graficas de estrella son un sencillo
método grafico multivariado donde se consigue una integracion visual de los biomarcadores.
(Beliaeff y Burgeot, 2002) y permite comparaciones espaciales o temporales visuales directas
para un mismo biomarcador, o bien la comparacion de biomarcadores integrados por sitio.
Asimismo, se han realizado propuestas orientadas a la estandarizacion en la selecciéon de
biomarcadores a utilizar, con la finalidad de facilitar la integracion, interpretacion vy

comparacion de resultados (Viarengo et al., 2007).

El entendimiento de los efectos ecotoxicologicos en un ambiente contaminado sélo puede
adquirirse a través de un enfoque integral, considerando conceptos tanto ecoldgicos como
toxicologicos y quimico-ambientales. La seleccion de los biomarcadores como una

herramienta para la evaluacion de los efectos biolégicos adversos, permite discriminar de
4
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manera gruesa algunos grupos de contaminantes (por ejemplo los toxicos de tipo aromatico y
dioxinas vs. metales pesados) al igual que los mecanismos toxicoldgicos o las funciones
bioldgicas afectadas (por ejemplo genotoxicidad vs. neurotoxicidad o dafios reproductivos)
(Fent, 2004). Asi, evaluando de manera paralela la concentracion de un toxico en el medio, las
caracteristicas de su bioacumulacién y los mecanismos de biotransformacion que pueden estar
involucrados, es posible discernir y establecer relaciones de causalidad entre la concentracion

de un toxico en el medio, su concentracion en el organismo y el efecto toxico ocasionado.

Sin embargo, las relaciones de causa-efecto entre los toxicos ambientales y las respuestas
bioldgicas a los tdxicos ambientales (biomarcadores) y su impacto ultimo sobre las
poblaciones y los ecosistemas costeros tropicales, no han podido demostrarse adecuadamente
a causa del desconocimiento de la dinamica particularmente compleja de estos ambientes
(Frias-Espericueta et al., 1999; Paez-Osuna et. al., 1989; Montafio et al., 2000). Por ello, se
fundamenta la necesidad de implementar métodos de estudio eficientes, confiables y
comprensibles tanto en campo como en laboratorio, que resulten aplicables a los sistemas
costeros tropicales Estos métodos deben orientarse a determinar las relaciones de causalidad y
aportar mejores elementos para establecer programas de diagnostico, monitoreo y remediacién

en el marco de la evaluacion de riesgo ambiental.

Con la finalidad de monitorear el efecto de los contaminantes en la biota, se ha recurrido al
estudio de la acumulacion y del efecto de los contaminantes en organismos especificos. Los
bioindicadores u organismos centinela son especies empleadas para cuantificar el nivel
biol6gicamente disponible de los contaminantes en ecosistemas acuaticos. Los bioindicadores
incorporan los contaminantes del agua y del alimento, y las concentraciones de estos quimicos
en sus tejidos (o algunas veces los cambios en esas concentraciones) proporcionan una
medicion de la biodisponibilidad del contaminante a través del tiempo (Phillips y Segar,
1986). Los invertebrados se han destacado como bioindicadores (biomonitores) de los niveles
de contaminacion de su ambiente, debido a que sus bajas tasas metabdlicas respecto a los
vertebrados favorecen la bioacumulacion de una extensa variedad de contaminantes tanto
organicos (diversas clases de hidrocarburos como los aromaticos, los alifaticos y los
halogenados, y plaguicidas) como inorganicos (metales) (Livingstone., 1992). Los moluscos,

particularmente los bivalvos, presentan numerosas caracteristicas que los hacen organismos
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ideales para ser usados en programas de monitoreo ambiental en sistemas costeros y estuarinos
a nivel mundial (Phillips, 1980a; Farrington et al., 1983; Gosling, 1992; Farrington y Trip,
1995; Tanabe, 2000). Algunas de ellas son:

1) Las especies de bivalvos como ostras y mejillones pueden desarrollarse en un amplio
intervalo de condiciones ambientales como salinidad, temperatura y estacionalidad, por lo que
presentan una amplia distribucion geogréfica y son miembros dominantes en comunidades
costeras y estuarinas. Asimismo, los bivalvos son relativamente tolerantes al mantenimiento y

manipulacion relacionados con estudios tanto de campo como de laboratorio.

2) Debido a que es posible colectar la misma especie en amplias regiones geograficas, se
eliminan los problemas en la comparacion de datos de especies diferentes. Este es un aspecto

muy importante sobre todo en areas tropicales de gran biodiversidad.

3) Los bivalvos son relativamente tolerantes a un amplio intervalo de contaminacion,
incluyendo niveles moderados de muchos tipos de toxicos, sobreviviendo en ambientes con

aportes simultaneos de diversos contaminantes.

4) Los bivalvos como las ostras y mejillones se presentan en poblaciones amplias y estables,

por lo que pueden muestrearse repetidamente en diferentes épocas climaticas.

4) La longevidad de los bivalvos (1 a 8 afios) permite estudios temporales de sus poblaciones
(a corto, mediano y largo plazo) y pueden muestrearse facilmente individuos de diferentes
tallas para hacer comparaciones. Muchos de ellos presentan tallas convenientes para

proporcionar muestras de tejido adecuadas para el analisis.

5) Son sedentarios, y por lo tanto mejores que las especies moviles, como integradores de la

contaminacion quimica de un &rea especifica.

6) En comparacion con muchos otros animales en el mismo nivel tréfico, los bivalvos tienen
un nivel muy bajo de metabolizacion de toxicos y/o biotransformacion. Por ello las
concentraciones en los tejidos de los bivalvos reflejan con mayor exactitud la magnitud de la
contaminacion ambiental. Utilizando datos de la literatura sobre la acumulacion de

contaminantes por moluscos, Livingstone (1991, 1992) ha demostrado que generalmente la
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tasa de entrada de hidrocarburos excede la tasa metabdlica por un orden de magnitud o mas,
explicando la marcada bioacumulacién de los moluscos por un sencillo equilibrio aceite/agua
(Burns and Smith, 1981). Otros factores que indudablemente contribuyen a los largos tiempos
de residencia de los xenobidticos organicos en los moluscos y otros invertebrados marinos, es
la lenta liberacion de metabolitos hacia el agua marina, y el enlace covalente de los
xenobidticos a las macromoléculas (Livingstone, 1991, 1992). Asimismo, los bivalvos son
organismos filtradores que bombean varios litros de agua cada hora y concentran muchos
quimicos en sus tejidos, por factores de 10 a 10°, respecto al agua. Usualmente existe una
correlacion entre el contenido del toxico en el organismo y la concentracion promedio en el
medio externo. En particular, la bioconcentracion de compuestos organicos (por ejemplo
hidrocarburos poliaromaticos) y de algunos metales en moluscos bivalvos puede ser
considerable. Esto facilita la medicién de los contaminantes en los tejidos y proporciona una
evaluacion de biodisponibilidad que no es perceptible en el registro de los contaminantes en

los compartimientos del ambiente (agua, materia suspendida y sedimento).

9) Debido a que la mayoria de los bivalvos son de interés comercial, la medicion de

contaminantes quimicos en sus tejidos es de interés publico.

Acorde a lo anterior, los bivalvos son de indudable relevancia en la distribucion y destino de
los tdxicos persistentes en los ecosistemas acuéticos, a la vez que ocupan una posicion clave
en las redes alimenticias. Debido a ello, se ha recurrido a estos organismos para implementar
programas como Mussel Watch en Estados Unidos, el cual inici6 hace dos décadas y
constituye uno de los programas de monitoreo ambiental de aguas costeras de mayor
continuidad y extension geografica. El programa analiza una serie de contaminantes organicos
y metales traza en sedimentos y en tejidos de bivalvos, buscando identificar en 300 localidades
costeras las tendencias desde 1986 hasta la actualidad (CCMA, 2008).

Cabe subrayar la importancia de proponer estudios y estrategias para la evaluacion del efecto
bioldgico de los contaminantes, considerando las caracteristicas propias de un ecosistema.
Entre ellas se encuentran las fuentes, periodicidad y naturaleza especifica de los aportes de
toxicos asi como su distribucién y biodisponibilidad en el sistema. Paralelamente, la seleccién

de organismos nativos de relevancia ecoldgica, fundamentada en sus caracteristicas bioldgicas
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y capacidad de respuesta al estrés ambiental inducido por contaminantes, son aspectos

centrales para estimar el potencial deterioro en el sistema.

El Estero de Urias se caracteriza por la recepcion de una gran cantidad de contaminantes de
naturaleza variada, y al igual que otras lagunas costeras mexicanas posee alta diversidad
bioldgica y cadenas alimenticias complejas (Flores-Vardugo, 1990). Dado que los puertos y
ciudades costeras mas importantes de México se han desarrollado en las inmediaciones de
sistemas lagunares costeros (Paez-Osuna et al., 1999), los estudios en los que se implementen
procedimientos aplicables al area de Evaluacion de Riesgo Ambiental en ambientes lagunares
estuarinos, pueden aportar herramientas que a mediano plazo permitan un monitoreo regional

y la aplicacion de medidas preventivas y correctivas al deterioro ambiental.

Con base en el planteamiento previo, el presente trabajo de investigacion tiene por objeto la
evaluacion de diferentes biomarcadores en bivalvos de la especie nativa Mytella strigata, que
permitan indicar la presencia de hidrocarburos poliaromaticos en el Estero de Urias, Sinaloa,
asi como valorar el efecto toxico que ejercen por medio de la evaluacion integral de
biomarcadores. Con ello se pretende aportar informacidon respecto a la relacion causa-efecto de
la toxicidad de dichas sustancias en los mejillones, organismos de importancia clave en los

programas de monitoreo ambiental.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Probleméatica ambiental de la zona de estudio.

De acuerdo a la CONABIO (2004), en la Bahia de Mazatlan y en el Estero de Urias una de las
principales actividades econdmicas es la pesca intensiva por parte de las cooperativas, la cual
incluye a las practicas acuiculas, con extraccién principalmente de crustaceos peneidos.
Particularmente, se presenta turismo de alto impacto y ecoturismo, asi como una intensa
actividad portuaria y de transporte maritimo en el Puerto de Mazatlan. Asimismo, se refiere
que la problematica ambiental de la Bahia de Mazatlan y del Estero de Urias se caracteriza por

los siguientes aspectos:

- Alteracién del ambiente por tala de manglar, relleno de areas, dragados, cambio de barreras y

construccién de marinas.

- Pesca artesanal no controlada, asi como arrastres y pesca ilegal que afectan las poblaciones
de peces y crustaceos. A la vez, las actividades agricolas, pesqueras, acuicolas y turisticas

generan conflictos ambientales en las lagunas costeras.

- Planeacion inadecuada del desarrollo urbano, industrial, portuario, agricola, acuicola y

minero.

- Falta de ordenamiento para el acceso al recurso camardén (por pesca y cultivo) y conflictos

entre usuarios, predominantemente en la zona de Mazatlan.

- Aportes directos e indirectos de basura, agrogquimicos, plaguicidas, metales pesados,
derrames de combustibles y aceites y contaminantes industriales, aunado a la emision de gases

y particulas de la Termoeléctrica “José Aceves P0zos”.

Asimismo, el sistema recibe 800 m*h de descargas pluviales y de aguas negras por aporte
directo urbano e industrial (Paez-Osuna y Marmolejo-Rivas, 1990), asi como contaminacion
térmica por el efluente de la termoeléctrica José Aceves Pozos, ubicada en el Estero de la
Sirena, el cual descarga aproximadamente 28 000 m*h de aguas sobrecalentadas, con
temperaturas 2 a 6 °C superiores a las temperaturas maximas registradas en esa area (Osuna-
Lopez et al., 1986). De esta manera, en el Estero de Urias se presentan diversas fuentes tanto

puntuales como no puntuales de diferentes grupos de contaminantes.
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Este entorno ha motivado la evaluacién de contaminantes en el sistema, incluyendo la
evaluacion de metales pesados (Szefer et al., 1988; Paez-Osuna y Marmolejo-Rivas, 1990;
Paez-Osuna et al., 1990; Pdez-Osuna et al., 1995; Paez-Osuna et al. 1999; Ruelas-Inzunza y
Paez-Osuna, F. 2000; Soto-Jiménez y Paez-Osuna, 2001; Ruelas, 2001) y compuestos
organicos, fundamentalmente plaguicidas (Galindo-Reyes et al., 1992; 1997; 2004) e
hidrocarburos (Botello et al., 2002; P4aez-Osuna et al., 2002), tanto en la biota como en agua y
sedimentos. Si bien la literatura sobre metales pesados en el Estero Urias es abundante, es
limitada para plaguicidas y mas aun para hidrocarburos. De manera particular, solo los
estudios de Botello et al. (2002); y Paez-Osuna et al. (2002) analizan la acumulacion de HPAS
en bivalvos del Pacifico tropical mexicano, reportando los primeros registros de HPAs en el
mejillon M. strigata en el Estero de Urias. Por ello es importante aportar mas informacion

sobre este grupo de contaminantes en este sistema de estudio.

2.2. Hidrocarburos Policiclicos Aroméaticos.

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos constituyen un grupo de contaminantes
ampliamente distribuido en el ambiente marino, y tanto su distribucién como su depésito en
los sedimentos y su bioacumulacion son modificados por su hidrofobicidad y su peso

molecular, entre otras caracteristicas (Baumard et al., 1998; Cram et al., 2004).

2.2.1. Caracteristicas fisicas y quimicas.

De acuerdo al numero y arreglo de los anillos aromaticos, los HPAs difieren sustancialmente
en sus propiedades fisicas y quimicas (Tabla 1). Los HPAs son compuestos no polares o0 muy
débilmente polares que tienen afinidad por las fases organicas hidrofébicas (McBride, 1994), y
presentan baja solubilidad, inmovilidad, bajas tasas de biodegradacion, tendencia a acumularse

y a ser persistentes en al ambiente (Ney, 1990).

En general los compuestos de bajo peso molecular (BPM, presentan 2 a 3 anillos aromaticos)
son mas volatiles, mas solubles en agua y menos lipofilicos, por lo que su transferencia a otros
compartimientos del ambiente y su degradacion son mayores que las de compuestos de alto
peso molecular (APM, presentan 4, 5 0 mas anillos aromaticos). Generalmente, mientras mas
anillos bencénicos posee la molécula, presenta menor solubilidad, movilidad y degradacion,

asi como mayor adsorcion, acumulacion y persistencia en el ambiente (Cram et al., 2004).
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Tabla 1. Caracteristicas y efectos téxicos de los 16 hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPAs) considerados prioritarios* por la Agencia Americana de
Proteccion Ambiental (National Waste Minimization Program, US EPA 2008).

HPAs No. Peso 'Solubilidad | “Carcinogenicidad | “Mutagenicidad
anillos | Molecular enagua,
mg/
Nattaleno* 2 128 | 31.0 [ o)
Acenafileno 3 152 |35 [ o)
Acenafteno* 3 154 | 3.9 o) 0
Fluoreno 3 166 | 1.98 | o)
Antraceno 3 178 | 0.073 o) 0
Fenantreno 3 178 | 1.3 | o)
Fluoranteno 3 202 [0.26 o) L
Pireno* 4 202 [0.14 0 0
Benzo(@)antraceno 4 228 | 0.04 S L
Criseno 4 228 | 0.002 L L
Benzo(b)fuoranteno 5 252 | 0.0012 S L
Benzo(k)fiuoranteno 5 252 | 6.0x10™ S L
Benzo(@)pireno 5 252 | 3.8x10° S L
Dibenzo(gh)antraceno 5 278 | 5.0x10" S L
Benzo(ghi)perieno 6 276 | 3.0x10™ | 0
Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 276 S L

* Con base en su toxicidad, su potencial de exposicion humana, la frecuencia con que se
?resentan en residuos peligrosos y la cantidad de informacién disponible sobre cada uno.
MacKay y Callcott, 1998; 2yan et al. 2004. O: No presenta evidencia; |: Evidencia
inadecuada para evaluacion; L: Evidencia limitada en animales; S: Evidencia suficiente en
animales experimentales.

Itélicas: HPAs clasificados como probables carcinégenos humanos (IRIS, 2007).

2.2.2. Fuentes.

Los HPA constituyen un grupo de contaminantes ambientales ampliamente distribuido, y se
generan a través de varios procesos: combustion incompleta de materia orgéanica fosil y
reciente (origen pirolitico o pirogénico), maduracion lenta de la materia organica en el
gradiente geotérmico (origen petrogénico) y degradacion a corto plazo de precursores
biogénicos (diagénesis) (Baumard et al., 1998). La mayor parte de las aportaciones de HPASs
al ambiente marino se asocian con actividades antropogénicas: residuos de areas industriales y
urbanizadas asi como extraccion y transporte de hidrocarburos mar adentro (McElroy et al.,

1989). Debido a que la distribucion de estos compuestos se rige por sus propiedades cinéticas
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y termodinamicas, asi como por la naturaleza de la materia organica, es posible inferir los
procesos que generan los HPAs en las matrices ambientales (fundamentalmente en sedimentos
y en organismos). Asi, cada fuente de HPAs origina patrones caracteristicos (Baumard et al.,
1998; Soclo et al., 2000).

La biodisponibilidad de los HPAs varia de acuerdo a estos diferentes origenes. Se ha
observado que los hidrocarburos petrogénicos son acumulados por los organismos con mayor
facilidad que los compuestos pirogénicos (Farrington et al, 1983; Burns y Yelle-Simons,
1994). Sin embargo, la biodisponibilidad de los HPAs depende también de muchos otros
parametros relacionados con las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos, asi como de

las caracteristicas del sedimento y de los organismos.

La determinacion de las fuentes y composicion de los HPAs que pueden estar disponibles para
la biota, proporciona informacion valiosa e incluso necesaria para la evaluacion del impacto
antropogénico sobre un ecosistema, ademas de permitir la formulacion adecuada de estrategias
de control de contaminantes (Yunker et al., 2002). Con este propdésito se han desarrollado
indices moleculares basados en las concentraciones de compuestos individuales orientados a
evaluar los diferentes origenes de los HPAs; sin embargo, es necesaria la consideracion

simultanea de varios indices para tener una mejor evaluacion (Baumard et al., 1998).

Los HPAs de masa molecular 178 y 202 se utilizan cominmente para distinguir entre fuentes
petrogénicas o de combustion (Budzinski et al., 1997; Soclo et al., 2000). Para la masa
molecular 178 (An/178) usualmente una proporcion de antraceno respecto a antraceno mas
fenantreno (An/(An+Ph) < 0.10 indica petréleo mientras que una proporcion (An/(An+Ph) >
0.10 indica predominancia de combustién. Para la masa molecular 202 (FI/202) una
proporcién de fluoranteno respecto a fluoranteno mas pireno (FI/FI+Py) con valor de 0.5
usualmente define el punto de transicion petroleo/combustion (Budzinski et al, 1997), pero en
la practica este limite parece ser menos definitivo que 0.10 para An/178. Usualmente se
sugiere que la proporcién FI/FI+Py es superior a 0.5 en las de combustion de queroseno,
pastos, la mayoria de muestras de combustién de madera, carbédn y de creosota, e inferior a 0.5
para la mayoria de muestras de petréleo; no obstante también es menor que 0.5 para la
combustion de gasolina, diesel, combustion de crudo y gaséleo y emisiones de autos y
camiones diesel. (Yunker et al., 2002). Al parecer la proporcion limite del petrleo parece mas

cercana a 0.40 que a 0.50 para FI/FI+Py, y las proporciones entre 0.40 y 0.50 son mas
12



ANTECEDENTES

caracteristicas de la combustién de combustible fésil liquido (combustible para vehiculos y
crudo), mientras que las proporciones de 0.50 caracterizan la combustion de pasto, carbon y
madera (Yunker et al., 2002).

Los HPAs de masas moleculares 228 (228/BaA) donde se emplea la relacién del
benzo(a)antraceno  respecto a la  proporcion de criseno y trifenileno
(BaA)/BaA+Chry/trifenileno) son utilizados con menos frecuencia como indicadores de HPAs
parentales. Debido a que raramente se encuentran antraceno o indeno en bajas concentraciones
en las muestras de combustion, una proporcion BaA/ BaA+Ch/trifenileno superior a 0.35
indica combustion, valores entre 0.2 y 0.35 sefialan petroleo o combustion y un valor inferior a
0.2 refiere petrdleo (Yunker et al., 2002).

2.2.3. Efectos biologicos.

Los HPAs son altamente liposolubles y por lo tanto facilmente adsorbidos en el tracto
intestinal de los organismos. Se distribuyen en una amplia variedad de tejidos, con una
marcada tendencia para localizarse en tejidos adiposos (Cram et al., 2004). Varios estudios
han demostrado que ya en el interior de la célula, los HPAs son activados por dos vias
principales: 1) la oxidacién de un electron que produce radicales catidnicos reactivos y 2) la
mono-oxigenacion que origina dioles epoxicos. Los aductos de DNA se forman por la
reaccion de estos HPAs activados con los grupos nucleofilicos mas reactivos de las dos bases
purinicas del DNA, adenina (Ade) y guanina (Gua). Estos aductos pueden ser estables o
despurinizantes; los aductos estables son aquellos que permanecen unidos covalentemente al
DNA, a menos que sean removidos durante la reparacion, mientras los aductos despurinizantes
se liberan espontdneamente del DNA por la desestabilizacidn del enlace glicosidico, dejando

un “hueco” no-codificador o apurinico (Cavalieri y Rogan, 1998).

El metabolismo de los HPASs es catalizado principalmente por el sistema enzimatico citocromo
P450, convirtiendo a los HPAs en moléculas més polares y solubles en agua para ser
excretados fuera del organismo. Sin embargo, el metabolismo de los HPAs puede generar
intermediarios reactivos que producen genotoxicidad (Yu, 2002). No todos los HPAs son
carcindgenos 0 mutagénicos y su toxicidad es variable. Los HPAs de bajo peso molecular
(BPM), muestran una significativa toxicidad aguda y otros efectos adversos en los organismos,
pero no presentan evidencias de carcinogenicidad. Los HPAs de alto peso molecular (APM),

13



ANTECEDENTES

son significativamente menos toxicos; no obstante se ha demostrado que son carcin0genos,
mutagénicos o teratogénicos para una gran variedad de especies, incluyendo peces y otros
organismos acuaticos, anfibios, aves y mamiferos (Eisler, 1987) (Tabla 1). Asimismo, la
toxicidad (aguda y subletal) de los HPAs se puede incrementar significativamente si los
organismos son expuestos a la radiacion UV (fototoxicidad), formandose especies reactivas
que dafan los constituyentes celulares, resultando en un proceso de toxicidad aguda o en
genotoxicidad (Arfsten et al, 1996).

Dado el potencial de efectos adversos que la exposicion cronica a los HPAS representa para la
biota marina, es necesario que estos efectos sean evaluados a través de un analisis integral de
respuestas que den cuenta tanto de los mecanismos de accion toxica de los HPAs, como de los
dafos o alteraciones en los niveles sub-organismo y organismo que puedan proyectarse en las
poblaciones y en los ecosistemas. Debido a ello, numerosos estudios tanto en el campo como
en el laboratorio han abordado el uso de biomarcadores para estimar el efecto de los HPAs en
los organismos (Yawetz et al., 1992; Risso de Faverney et al., 2000; Elbekai y El-Kadi, 2005 ;
Laffon et al. 2006; Auffret , 1988; Widdows et al. 1982, 1987, 1995, 1997, 2002).

En los bivalvos, se ha investigado el efecto de los contaminantes sobre la bioquimica y la
fisiologia de los organismos a través de la evaluacién de diversos biomarcadores en estudios
de laboratorio. Se ha evaluado la alteracion causada por la exposicién a HPAs en las enzimas
del sistema P450 (Yawetz et al., 1992; Risso de Faverney et al., 2000; Elbekai y El-Kadi,
2005), el dafio en el material genético (Ariese et al., 2001; Boutet et al, 2004), asi como el
efecto de contaminantes en las concentraciones de proteinas (Sreedevi et al., 1992) en la
estabilidad lisosomal de hemocitos y células digestivas (Wedderburn et al, 2000; Moore,
1985; Nicholson, 1999, Moore et al., 2006), en la tasa de aclaramiento (Donkin et al., 1989;
Widdows, 1990), en la eficiencia de asimilacion (Widdows et al., 1982, 1987), en el consumo
de oxigeno (Bayne et al, 1982, Stekoll et al., 1980) y sobre la relacién atébmica O:N (Axiak y
George, 1987).

Asimismo, numerosos autores han documentan el uso de biomarcadores en estudios de campo
en los que se ha observado el efecto de los HPAs sobre la biota de sistemas naturales. Laffon
et al. (2006) evaluan el efecto del derrame de petroleo del Prestige a traves de la acumulacién
de HPAs en tejido y del dafio genético; Auffret (1988) refiere cambios histopatologicos

relacionados con la contaminacién quimica en el campo mientras que Widdows et al. (1982;
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1987; 1995; 1997; 2002) investigan el efecto de HPAs en la tasa de aclaramiento, la eficiencia
de asimilacion y el campo de crecimiento de diferentes especies de mejillones en sitios como
el Mar de Irlanda, la Laguna de Venecia y las Islas Bermuda. Ademaés, Bayne et al., (1982)
reportan las consecuencias ecologicas derivadas de las alteraciones bioquimicas y fisioldgicas

por compuestos petrogénicos en los bivalvos marinos.

No obstante, estos trabajos de investigacion se han desarrollado en sistemas de latitudes
templadas y subtempladas. Los estudios del efecto de la contaminacién de HPAs mediante
biomarcadores resultan escasos en localidades tropicales y no se cuenta con ellos ni a nivel

nacional ni para la especie Mytella strigata.

2.3. Especie de estudio.

El mejillon Mytella strigata es una especie abundante en ambientes costeros y estuarinos y se
distribuye en varias lagunas del Pacifico mexicano, incluyendo la costa de Sonora, Sinaloa,
Nayarit y Guerrero (Estévez, 1975; Stuardo y Villaroel, 1976; Baqueiro y Aldana, 2000). La

clasificacion taxonomica de Mytella strigata (Keen, 1971) es la siguiente:

Phyllum: Mollusca

Clase: Bivalvia

Subclase: Lamellibranquia
Superorden: Fillibranquia
Orden: Mytiloidea
Superfamilia: Mytiliacea

Familia: Mytilidae

Género: Mytella

Especie: Mytella strigata (Hanley, 1843) Fig. 2. Valvas (A)

(B) de M. strigata.
Sinonimia: Mytilus falcatus (Orbigny, (ifremer, 2007).
1846); Mytilus charruanus

y érganos internos
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Los moluscos constituyen un grupo numeroso cuyo origen se remonta al PrecAmbrico. Han
sido descritas mas de 70 000 especies vivientes y aproximadamente 35 000 especies fosiles de

este Phyllum.

Los moluscos bivalvos tienen el cuerpo lateralmente comprimido y encerrado en una concha
rigida calcarea formada por dos piezas llamadas valvas, que pueden abrirse y cerrarse
mediante el juego de una articulacion Illamada charnela y la presencia de un ligamento
elastico. La concha protege a los érganos internos y es segregada por el manto o palio (Fig. 2).
El manto forma una cavidad paleal o cavidad del manto, en cuyo interior se alojan las
branquias y las aberturas de los nefridios. Estas branquias, situadas a cada lado de la cavidad
del manto, contienen elementos nerviosos, musculares y sanguineos, y tienen una estructura
filamentosa en la que destaca la presencia de glandulas mucosas y abundantes cilios, que
permiten crear corrientes de agua que aportan alimento y oxigeno al organismo. La regién
cefélica en los bivalvos no esta diferenciada. EIl aparato digestivo comienza en la boca, a la
que sigue una porcion esofagica tubular que conduce al estbmago, en el que desembocan dos
conductos procedentes de las glandulas o diverticulos digestivos. En el estdmago existe una
estructura denominada estilo cristalino, de naturaleza proteinica, cuya rotacion concentra y
mezcla el alimento ayudandose de las secreciones enzimaticas. En esta region, las particulas
con valor alimenticio pasan a las glandulas digestivas, donde ocurre la digestion intracelular,
aunque también existe alguna digestion extracelular. Las particulas de mayor tamafio o sin
valor alimenticio pasan directamente al intestino y no son digeridas. El intestino, que acaba
con el recto y el ano, es largo y en él se forman las heces; como pseudoheces se consideran a
los restos y las particulas no digeridas, que son también eliminados. El sistema circulatorio es
abierto y tiene un corazon dorsal rodeado por una membrana pericardica: La sangre, antes de
su regreso al corazdn, se oxigena en las branquias y llega oxigenada a las auriculas. Los
bivalvos tienen hemocianina como pigmento respiratorio. Su aparato excretor esta constituido
por un par de metanefridios que desembocan en la cavidad del manto mediante nefridioporos.
Su sistema nervioso esta constituido por un anillo nervioso que rodea al esofago, del que
parten dos pares de cordones nerviosos en sentido posterior, un par ventral y un par de
cordones viscerales. Los organos de los sentidos se localizan en el borde del manto, que en
ocasiones presenta tentaculos provistos de células tactiles y de células quimiorreceptoras,
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ademas de ocelos sensibles a la luz. Su cuerpo estd provisto de una estructura ventral

musculosa llamada pie que pueden utilizar para desplazarse por el sustrato (Bautista, 1989).

Respecto a la reproduccidn, la mayor parte de los bivalvos son dioicos, iteréparos, por lo que
hay superposicion de individuos de varias generaciones. Los mejillones no presentan
dimorfismo sexual y se diferencian visualmente por el color del tejido reproductivo, de color
anaranjado en las hembras y de color crema en los machos (Gosling, 1992). Presentan un par
de gonadas en posicién anterior y dorsolateral, que cuando maduran liberan al exterior los
huevos o espermatozoides via nefridial o a través de los gonoductos. La fecundacion ocurre en
el agua de mar. Durante su desarrollo larvario, una gastrula da lugar a una larva trocéfora
natatoria y de vida libre, que muy pronto se transforma en una larva veliger, que
posteriormente sufre una metamorfosis y se convierte en un organismo sedentario y bentdnico,
con rasgos Yy caracteristicas similares a las de un animal adulto. Los registros de los mejillones

mas longevos son de 12 a 20 afios. Los adultos llegan a medir 5 a 7 cm (Thompson, 1980).

De acuerdo a estudios realizados por Estévez (1975) en varias lagunas del estado de Guerrero,
las hembras de esta especie se encuentran en etapa de madurez en mayo y desovan en agosto;
Leal-Tarin (2007) reporta que las poblaciones de esta especie residentes en las lagunas del
estado de Sinaloa, presentan varios eventos reproductivos al afio, con el pico reproductivo en

el mes de abril durante el periodo de secas.

Los mejillones de esta especie se adhieren al sustrato y entre si con filamentos bisales,
formando nidos en las raices del mangle o en las rocas del sitio. Los mejillones son filtradores
de materia suspendida, y filtran plancton y pequefias particulas. Los mejillones son depredados

por equinodermos, gasteropodos y cangrejos (Thorson, 1971).

2.4. Biomarcadores.

De acuerdo al NRC, 1987, y al WHO, 1993, los biomarcadores pueden subdividirse en tres

clases:

a) Biomarcadores de exposicion: incluyen la deteccion y medicion de una sustancia
exogena o de sus metabolitos, o del producto de una interaccion entre un agente
xenobiotico y alguna molécula o célula blanco, que es medida en un compartimiento

del organismo.
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b) Biomarcadores de efecto: incluyen alteraciones bioquimicas, fisiologicas o de otro tipo
en los tejidos o en los fluidos corporales de un organismo; se ha establecido o resulta

posible que tales alteraciones se asocien con una enfermedad o deterioro en la salud.

c) Biomarcadores de susceptibilidad: indican la habilidad de un organismo, inherente o
adquirida, para responder al compromiso de la exposicién a una sustancia xenobi6tica
especifica, incluyendo factores genéticos y cambios en los receptores que alteran la

susceptibilidad de un organismo a esa exposicion.

Por ejemplo, la induccién del citocromo P450 se utiliza como biomarcador de exposicion a
bifenilos policlorados y HPAs, mientras que la actividad de las esterasas se utiliza como
biomarcador de exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamatos. (Binelli et al. 2005;
Ricciardi, 2005, Bocquené et al. 1990).

Asimismo, los biomarcadores de efecto son respuestas bioldgicas a nivel sub-organismo,
organismo y supra-organismo que revelan el riesgo de efecto toxico a largo plazo (Fent, 2004),
y dan cuenta de alteraciones en diferentes niveles de organizacién biolégica (bioquimica,
fisioldgica, conductual), no especificas, que sefialan un efecto adverso en el organismo y
pueden dar cuenta de la magnitud de la accion toxica de los contaminantes (Walker, 1995;
Galloway, 2002b; Dissanayake, 2001). A la vez, la evaluacion de las funciones fisioldgicas
proporciona elementos para vislumbrar las consecuencias de las enfermedades o el parasitismo
en la adecuacion ecologica de los moluscos bivalvos (Newell y Barber, 1988). Los
biomarcadores de efecto que se evalian con mayor frecuencia son la estabilidad lisosomal, los
indices de condicion, diversas tasas fisioldgicas y el campo de crecimiento (Moore et al.,
2006; Allen y Moore, 2004; Widdows, et al., 2002; Del Valle-Pignatario, 1987; Toro et al.,
2003).

2.4.1 Biomarcadores de exposicion.
2.4.1.1. Induccion de citocromo P450.

Las enzimas que catalizan reacciones donde a partir de O, un atomo de oxigeno se incorpora
al sustrato organico mientras otro atomo es reducido a H,O se denominan monooxigenasas.
Debido a que las monooxigenasas catalizan reacciones en las que el sustrato principal queda

hidroxilado, también se les llama hidroxilasas, o bien se les llama oxidasas de funciéon mixta u
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oxigenasas de funcién mixta, para indicar que oxidan simultineamente dos sustratos
diferentes. Las reacciones de monooxigenacién mas numerosas y complejas son aquellas
donde participan los citocromos P450, por lo que se conocen también como monooxigenasas
dependientes del citocromo P450 (Nelson y Cox, 2005).

Los citocromos P450 presentan dos funciones principales en los organismos. Algunos estan
involucrados en el metabolismo de acidos grasos, esteroides y prostaglandinas mientras que
otro grupo desempefia una funcién clave en la biotransformacion oxidativa de moléculas
exogenas provenientes del ambiente, facilitando su eliminacién en los organismos vivos
(Mansuy, 1998).

Al ingresar un xenobidtico, los organismos tienen la capacidad de eliminarlo para evitar su
acumulacion. Mientras que los compuestos hidrofilicos pueden ser excretados, 1os compuestos
hidrofobicos pueden seguir dos vias. La primera opcion es almacenarlo en compartimientos
corporales (como en el caso de los policlorados) donde una vez secuestrado, el compuesto se
inactiva y puede permanecer asi por periodos prolongados. Solo a través de un metabolismo
rapido de reservas lipidicas corporales, el compuesto puede ejercer un efecto toxico
(Boelsterli, 2007).

La segunda posibilidad es la conversién enzimatica del xenobi6tico en una especie mas

hidrofilica. Este proceso se denomina biotransformacion y sigue dos rutas principales:
1) Adicién o ruptura de un grupo funcional (referida como “fase 1” de la biotransformacion).

2) Acoplamiento del xenobidtico (o de su metabolito primario) con un sustrato enddgeno
(Ilamado “fase 11””), aunque las reacciones de la fase Il pueden presentarse sin una reaccion

previa de la fase I, 0 algunas veces ocurren antes de la fase | (Boelsterli, 2007).

Los citocromos P450 (CYP) son un tipo de hemoproteinas que poseen una fraccién Fe** que
puede enlazarse al oxigeno o al mondxido de carbono (Nelson y Cox, 2005). Este tipo de
citocromos se encuentra en el reticulo endoplasmico liso con mayor frecuencia que en la
mitocondria. Estas enzimas fueron descubiertas en 1960 y hasta hace poco tiempo se creia que
su funcién catalitica se reducia a la transferencia de un atomo de oxigeno de la molécula O,

hacia diferentes sustratos (Mansuy, 1998), donde el citocromo P450 recibe electrones del
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NADPH o NADH por medio de proteinas de transferencia de electrones, frecuentemente

acopladas al citocromo dentro de las membranas celulares (Ortiz, 1995):
RH + O, + 2e" + 2H+ (NADPH 0 NADH) — ROH + H,0

Actualmente es conocido que los citocromos P450 catalizan una gran variedad de reacciones,
debido a la capacidad del Fe para presentar varios estados de oxidacion con diferente
reactividad y a la accesibilidad del Fe a diversos sustratos. Se han propuesto cinco diferentes
estados intermedios de las monooxigenasas P450-dependientes en el ciclo catalitico de
activacion del dioxigeno (Mansuy, 1998) (Fig. 3, Tabla 2), si bien la Gnica propiedad comun a
todos los P450 es la peculiar posicion del pico de Soret (una banda de absorcion muy fuerte en
la region azul del espectro de absorcion optica de las proteinas hemo) del complejo Fe(ll)-CO
cerca de los 450 nm (de ahi el nombre de P450). Este pico sefiala la presencia de un ligando

cisteinato de la proteina, unido al hierro en posicion trans respecto al ligando CO.

La clasificacion y nomenclatura de los P450 se basa en la homologia de sus secuencias de
genes. Algunas familias de CYP, especialmente las CYP 1, 2 y 3 desempefian una funcion
especialmente importante en la bioinactivacion, bioactivacion y toxicidad de xenobidticos
(Boelsterli, 2007).

Dentro de las reacciones de la fase I, los P450 realizan una gran diversidad de funciones, como
la oxidacion o reduccion, incluyendo hidroxilacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
epoxidacion, N-, O-, o S- desalquilacion, N-hidroxilacion, sulfoxidacion, desulfuraciéon y

deshalogenacion oxidativa (Boerstersli, 2007) (Tabla 2).

Los citocromos P450 constituyen sin duda una de las familias enzimaticas mas importantes en
la toxicologia mecanistica (Boerstersli, 2007). La subfamilia citocromo P4501A (CYP1A) ha
Ilamado particularmente la atencion debido a su funcién clave en la biotransformacion de
dioxinas, furanos, HPAs y PCBs. La exposicion de los organismos a estos compuestos induce
la CYP1A mediante el receptor citosélico arilhidrocarbono (Ah) (Hankinson, 1995). La
proteina CYP1A inducida convierte cataliticamente a los xenobidticos en compuestos mas
hidrofilicos, lo que constituye el primer paso hacia la excrecién y la desintoxicacion (Tabla 2).
Sin embargo, algunos de estos metabolitos son muy reactivos y pueden, en Gltima instancia,

incrementar la toxicidad y carcinogenicidad de los compuestos parentales (Parkinson, 1995).
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Tabla 2. Reacciones catalizadas por los citocromos P450 (Mansuy, 1998).

Esplgefég de Accion Sustrato Producto Final
Transferencia de un | 1)Prostaglandina H,
Fe' electrén al enlace | 2)Alquilperoxidos y 1)Prostaciclina, tromboxano
0-0 alquilhidroperéxidos
1)Reduccion 1)X§nob|ot|cos
Fel (po_hhalogena_dos _ _ _
2)Deshidratacion y nitroaromaticos) 2)Glucésidos cianogénicos
2)Aldoximas en Sorghum hicolor.
Fe' 0-0" Ruptura de enlaces | 1)Aldehidos 1)Esteroides (estrona)
C-C 2)Lanosterol 2)Colesterol
Epoéxidos a partir de olefinas;
Oxidos de N a partir de
1)Transferencia de aminas; sulféxidos y sulfones
un atomo de O al | Alcanos, acidos  grasos, a_partir de tioeteres. Los
. . S HPAs son oxidados como
Fe'=0 sustrato _ éteres, aminas, tioéteres, metabolitos primarios que
2)Deshidrogenacion | dobles enlaces C-C, osteriormente forman
3)Acoplamiento compuestos aromaticos. P :
oxidativo dioles, fenc_JI,es o reaccionan
con glutation o proteinas
durante el proceso de
desintoxicacion.

[s—re"oH,]
ROH l T RH
[s—Fe'=0RH] — [s—re"] S, [s—Fe" RH]
H,0 € &
2H*
[s—re"=0-0" RH ] M [s—re" « 0, RH] ~ [s—re" RH]
e O,

Fig. 3. Ciclo catalitico de monooxigenaciones P450-dependientes (Mansuy, 1998).

La induccion de CYP1A en peces tras la exposicién a ciertos contaminantes organicos como
los HPAs o PCBs ha motivado el uso del sistema citocromo P450 como biomarcador de
exposicion en el monitoreo ambiental (Payne, 1976; Cajaraville et al., 2000; Fent, 2004), ya
sea por su deteccion inmunoldgica o evaluandolo indirectamente a través de su actividad
enzimatica. Entre las actividades enzimaticas asociadas al sistema P450 se encuentran las de la

7-etoxiresorufin  O-deetilasa (EROD), la 7-etoxicumarin deetilasa (ECOD) y la 7-
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penthoxyresorufin-O-despentilasa (PROD). De manera particular, la concentracion de la
proteina CYP1A, la actividad de estas enzimas se ha relacionado con niveles ambientales de
quimicos CYP1A-inductores como los HPAs o PCBs (Fent, 2004).

No obstante, diversos estudios denotan que los moluscos generalmente muestran una limitada
capacidad de metabolizar xenobidticos organicos a través del sistema citocromo P450
(Livingstone, 1991) y la respuesta de este sistema a los contaminantes no es consistente.
Yawetz et al., (1992) reportaron que en el bivalvo mediterraneo Donax trunculus expuesto a
aroclor 1254 el incremento en los niveles de citocromo P450 no se asocid a un aumento, sino a
un drastico decremento en la actividad EROD; de igual manera no se encontré relacion entre
la concentracion del sistema citocromo y la actividad EROD en otras tres especies de
moluscos. Argumentan que ello pudo tener origen en la inhibicién de la actividad EROD por

la elevada acumulacion de hidrocarburos en la fraccién microsomal.

Livingstone et al (1989) refieren asimismo que se han detectado tanto citocromo P450 como
actividades oxidativas asociadas a esta familia de proteinas en 23 moluscos y aunque muestran
un incremento relacionado con la exposicion a xenobidticos, los resultados son irregulares y
no se aprecia una correlacion obvia entre el contenido de citocromo P450 y las actividades del
sistema MFO registradas (benzo(a)pyreno hidroxilasa, BPH y ECOD). Al respecto se
menciona la existencia de multiples o particulares formas de citocromo P450 en los moluscos,
sefialadas por estudios de cinética e inhibicion enzimatica, de purificacion de DNA y de
estacionalidad. En este aspecto, en Unio tumidus se observo la induccion en la expresion de la
enzima CYP4 por la exposicion a dietilhexilftalato, ain cuando no se encontré amplificacién

de la secuencia CYP1A al ser tratados con Aroclor (Chaty et al., 2004).

En contraparte, Torres et al. (2002) evaluaron el estrés oxidativo del mejillon Mytella
guyanensis en manglares de Brasil, y encontraron un incremento en la actividad EROD de los
organismos colectados en sitios contaminados respecto a la presentada por aquellos del sitio
de referencia. Asimismo, Bebianno et al. (2007), evaluaron el contenido de CYP450 en
ejemplares de Mytilus galloprovincialis transplantados en diferentes sitios de la costa de
Portugal; observaron una relacion directa entre la CYP450 y la concentracion de HPAs en los
diferentes sitios, y afirman que la CYP450 en M. galloprovincialis resulta un biomarcador
confiable de contaminantes organicos para la evaluacion de riesgo en la costa portuguesa. De

manera analoga, la actividad ECOD ha sido detectada en Dreissena polymorpha, mejillon
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dulceacuicola, como respuesta a la adicion in vitro de los organofosforados thiometon y
disulfoton (Dauberschmidt, 1997). Recientemente, Binelli et al. (2005) y Ricciardi et al.,
(2005) encontraron un incremento significativo de la actividad EROD en los mejillones cebra
D. polymorpha colectados en varias estaciones de muestreo en diferentes lagos de Italia, el
cual relacionan con la contaminacién por compuestos planares y proponen que dicha
activacion se contrapone a su inhibicién por metales pesados. Para esta misma especie,
Lafontaine et al., (2000) refieren una respuesta positiva de la actividad EROD, en la que
encontraron un amplio intervalo de variacion entre los diferentes sitios de muestreo en el Rio
St. Lawrence, Canada. Asimismo, la actividad EROD evaluada en la glandula digestiva del
mejillon uniénido Ellipitio complanata se incrementd 1.5 veces en los individuos colocados
corriente abajo de un efluente municipal, respecto a los organismos ubicados corriente arriba
(Gagné et al., 2002), resultados que se relacionaron con niveles elevados de HPASs, un

componente comun en los efluentes de drenajes y en los escurrimientos urbanos.

Cabe sefalar que no siempre puede esperarse una relacion linear dosis-respuesta entre la
concentracion de los quimicos y el contenido o la actividad de la CYP1A en ambientes
naturales, donde pueden actuar simultaneamente inhibidores e inductores de la CYP1A (Pluta,
1993). Factores como la temperatura, la estacionalidad o las hormonas sexuales pueden
influenciar la capacidad de respuesta del sistema CYP1A (Stegeman y Hahn, 1994).

Asi, aun cuando se ha reportado en varios trabajos que la actividad EROD en mejillones se
encuentra en un nivel bajo o ausente, la contraposicion de los resultados descritos en M.
guyanensis, M. galloprovincialis y D. polymorpha denotan, ain en valoraciones de campo,
relaciones causales para esta respuesta bioquimica. En Mytella strigata, organismo con gran
potencial como bioindicador, no se ha explorado la actividad EROD. De tal manera la
conjugacion del potencial de la actividad EROD como biomarcador y de Mytella strigata

como especie bioindicadora, sefiala la importancia de evaluar esta respuesta en la especie.

2.4.2. Biomarcadores de efecto.

Numerosas respuestas fisioldgicas han sido sugeridas como marcadores del efecto bioldgico
adverso ocasionado por los contaminantes del medio, cuya alteracién temprana en los
organismos puede dar cuenta de efectos posteriores en niveles mayores de organizacion

bioldgica. En el presente estudio, se abordan diversas respuestas biologicas (bioquimicas y
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fisiolégicas) consideradas en conjunto como biomarcadores del efecto de xenobidticos y otros
estresores ambientales en bivalvos (Cajaraville et al., 2000; Moore, 2006; Sreedevi et al.,
1992; Catalén et al., 2007; Lucas y Beninger, 1985; Widdows, 1993; 1995; Toro et al., 2003).

2.4.2.1. Estabilidad lisosomal.

Los procesos de acumulacion, metabolismo y toxicidad por la exposicion a un contaminante se
realizan en la célula, por lo cual se han utilizado ciertas respuestas celulares como
biomarcadores en los monitoreos de contaminacién ambiental (Cajaraville, 2000), ya que
proporcionan respuestas rapidas y sensibles de adaptacion a perturbaciones ambientales
(Moore, 1985).

Los lisosomas son organelos citoplasmaticos que contienen hidrolasas acidas capaces de
degradar la mayoria de las macromoléculas celulares hacia productos de bajo peso molecular,
por lo que se involucran en numerosas funciones como la digestion y el recambio de los
constituyentes intracelulares y extracelulares, la muerte celular programada durante la
embriogénesis, la digestion de los microorganismos fagocitados e incluso la nutricién celular;
los lisosomas son el principal sitio de asimilacion del colesterol a partir de las lipoproteinas
séricas endocitadas, las que provienen de la digestion de organelos, particulas alimenticias y
virus y bacterias previamente fagocitados (Holtzman, 1989). En los moluscos, los lisosomas
participan en el secuestro y desintoxicacion de xenobioticos metalicos y organicos (Moore,
1985), los que al acumularse en exceso pueden labilizar la membrana y provocar alteraciones
patolégicas importantes, como el aumento de tamafio, que a veces se acompafia por un mayor
namero de estos organelos en la célula. La desestabilizacion de las membranas lisosomales
conduce a la liberacion de enzimas hidroliticas, permitiendo su libre acceso a otros
componentes celulares y posteriormente a la autolisis (Allison y Paton, 1965;Young, 1982), lo
gue en ciertos casos implica un riesgo para la salud de la célula o del organismo entero
(Cajaraville et al., 2000). Se ha propuesto que la estabilidad lisosomal es un indicador
predictivo de dafio y patologia celulares (Moore et al., 2006) y que la alteracion de la
estabilidad lisosomal es proporcional al nivel de estrés ambiental (Moore, 1985; Nicholson,
1999). Por ello, constituye un buen biomarcador diagndstico del estado de salud de un
organismo Y resulta util como marcador de contaminacion. (Allen y Moore, 2004; Kohler et
al., 1992; Galloway et al., 2002b).
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Marigomez et al. (1996) realizaron un estudio de campo para validar la evaluacién de
cambios estructurales el sistema lisosomal digestivo de mejillones centinela como
biomarcadores de estrés ambiental. Concluyeron que parametros estereoldgicos como la
densidad de volumen lisosomal, la densidad de superficie, la densidad numerica y la relacién
superficie-volumen, son sensibles al estrés ambiental inducido por contaminantes aun en las
complejas condiciones de campo, donde muchos factores pueden interactuar para afectar la
estructura del sistema lisosomal digestivo. Giambérini y Cajaraville (2005) analizaron
recientemente el efecto de la exposicién al Cd sobre la estructura del sistema lisosomal
digestivo de Dreissena polymorpha, y encontraron que los cambios producidos se relacionan
con el tiempo de exposicidn y la concentracion del metal, demostrando el potencial de este

biomarcador en el monitoreo de ambientes dulceacuicolas.

La estabilidad lisosomal en invertebrados, incluidos los moluscos, ha sido evaluada a través de
la técnica del rojo neutro, que constituye una medicion de la retencion de un colorante base
débil dentro del compartimiento lisosomal dentro de células sanguineas (Pipe et al., 1995;
Nicholson, 1999; 2003). La adicion del colorante a las células sanguineas vivas o a la
hemolinfa de los invertebrados ocasiona que éste penetre al lisosoma. En organismos de
lugares no contaminados, la integridad de la membrana lisosomal permite retener el colorante
dentro de los lisosomas por largos periodos; en contraste, en organismos expuestos a
contaminantes, el dafio en la estabilidad de la membrana ocasiona tiempos menores de

retencion.

En este aspecto, Nicholson (1999; 2003) observé que las membranas lisosomales en
hemocitos del bivalvo Perna viridis expuestos al cobre, presentaron una menor retencion del
rojo neutro respecto a los controles. Se plantea que el colorante es capturado rapidamente por
las celulas y acumulado intralisosomalmente por una bomba de protones energético-
dependiente unida a la membrana (Mego et al., 1972). Al fallar esta bomba debido a, por
ejemplo, la desnaturalizacion de sus enzimas por el cobre, el pH se incrementa en el interior
del organelo, creando un estado de equilibrio entre ambos lados de la membrana y, en
ausencia de un gradiente, permite el libre pasaje del contenido lisosomal (como el colorante
rojo neutro) hacia el citosol (Lowe et al., 1992). La retencion del rojo neutro disminuye
probablemente también por la formacion intralisosomal, mediada por el cobre, de radicales

altamente reactivos que inducen la lipo-peroxidacion de la membrana (Chvapil et al., 1972).
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Asi, la integridad de los hemocitos evaluada por la retencion del rojo neutro es utilizada como

un biomarcador general de la exposicion a contaminantes (Wedderburn et al., 2000).

2.4.2.2. Proteinas.

El deterioro fisioldgico resultante de la exposicidn a concentraciones toxicas de contaminantes
se manifiesta a través de diferentes vias, incluyendo el catabolismo de proteinas. En peces,
Sreedevi et al., (1992) evaluaron el efecto de la exposicion a Ni sobre las proteinas solubles,
totales y estructurales en las branquias y el rifién de Cyprinus carpio. Los autores concluyen
que en la exposicion letal (1-4 d), el aumento en las actividades de la proteasa y de la
glutamato deshidrogenasa concuerdan con el decremento progresivo de proteinas solubles,
estructurales y totales, indicando deformaciones estructurales y funcionales y una patologia
severa. Los resultados muestran que en concentraciones letales la actividad proteolitica
aumenta respecto a la sintesis, lo que puede explicarse por inestabilidad lisosomal o
destruccion celular por concentraciones elevadas de xenobidticos (Sternlieb y Goldfischer,
1976). En contraste, en concentraciones y tiempo de exposicion subletales (1 a 15 d) se
presentd tanto un incremento en las concentraciones de proteinas estructurales, totales y
solubles, como un decremento en los niveles de amonio y urea, sugiriendo la participacion de
mecanismos compensatorios de adaptacion al estrés crénico. Asi, mientras que el aumento de
proteinas estructurales puede favorecer el fortalecimiento de los 6rganos del animal para
desarrollar resistencia al estrés tdxico subletal, el incremento de proteinas solubles puede

asociarse a la sintesis de enzimas necesarias para la desintoxicacion.

En invertebrados, se ha observado una reduccion en el contenido de proteinas solubles totales
de la hemolinfa por la exposicion a Cu en cangrejos (Weeks et al., 1993) y camarones
misidaceos (Lin y Chen, 2001). Brown et al. (2004) analizaron el contenido de proteinas en la
hemolinfa de Patella vulgata, Carcinus maenas y M. edulis después de 7 dias de exposicion a

este mismo metal, observando un decremento significativo en M. edulis y P. vulgata.

La evaluacion del contenido proteinico del masculo en invertebrados y particularmente en
bivalvos constituye a la vez un parametro que da cuenta del nivel de deterioro y/o alteracién
de un organismo, dado que la utilizacion y movilizacion de las reservas energéticas
disponibles en este tejido puede considerarse como un sintoma de estrés (Bayne, 1973). En

condiciones de nutricion suboptima, el tejido muscular proporciona energia mediante la
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degradacion de proteinas (Pedersen et al., 1990). En este sentido, Racotta et al. (1998)
sugieren la participacion de proteinas del muasculo aductor del bivalvo Argopecten ventricosus
como sustrato energético bajo condiciones de estrés alimenticio. Asimismo, Catalan et al.
(2007), propusieron la determinacion en el robalo Dicentrarchus labrax de varios indices de
condicion bioquimicos, entre ellos la concentracion de proteinas solubles totales en el musculo
para estimar la condicion fisiologica del organismo, considerando que en condiciones 6ptimas

se promueve el crecimiento muscular.

De acuerdo a lo planteado, la concentracion de proteinas solubles totales tanto en la hemolinfa
como en el masculo aductor en bivalvos, puede considerarse un indicador valioso del estado

fisiolégico de un organismo.

2.4.2.3. Indice de condicion.

La estimacion de indices de condicion proporciona una evaluacion integral del estrés
fisiolégico. En los bivalvos, el indice de condicion es un valor que refiere la cantidad de tejido
de un organismo (Hickman e Illingworth, 1980). Esta respuesta indica el efecto de multiples
estresores sobre los organismos, dado que los toxicos consumen las reservas energéticas
potencialmente destinadas al crecimiento. Las reservas son canalizadas alternativamente hacia
procesos de desintoxicacion y los organismos de ambientes contaminados presentan
crecimiento retardado y una pobre condicidn de sus tejidos. Los indices de condicién resultan,
por lo tanto, muy sensibles a la contaminacion (Lucas y Beninger, 1985). Sin embargo, pueden
a la vez ser influenciados por cambios estacionales a los que se asocia el estado nutricional y

reproductivo, en sitios espacialmente diferentes (Roesijadi et al., 1984; Leavitt et al., 1990).

En bivalvos, el indice de peso seco tejidos / peso seco de valvas es ampliamente utilizado, en
contraposicion con el indice hepatosomatico y gonadosomatico, debido a que la naturaleza de
las mediciones involucradas lo hacen méas estandarizable y reproducible. Ademas, el uso del
peso seco de los tejidos elimina la variabilidad causada por las fluctuaciones en el contenido
de agua del tejido total. Un valor bajo para este indice refiere que se ha realizado un esfuerzo
bioldégico mayor, ya sea como energia de mantenimiento bajo condiciones ambientales
estresantes o enfermedad, o bien por la produccion y liberacion de gametos. De esta manera, el

indice de condicion PS tejidos / PS valvas proporciona informacion significativa respecto al
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estado fisiologico del organismo, y constituye muy probablemente el mejor indice de

condicion asequible en bivalvos (Lucas y Beninger, 1985).

Al respecto, Nicholson (1999) sefiala que los individuos de Perna viridis provenientes de
sitios contaminados presentaron menores indices de condicion relacionados con una reduccion
en la estabilidad lisosomal de los hemocitos, en comparacion con aquellos colectados en sitios
de referencia méas limpios. El autor plantea que el indice de condicidn es una respuesta de
condicidn tisular que integra la patologia y disfuncion lisosomales con la fisiologia de los
diverticulos digestivos, y establece enlaces funcionales entre biomarcadores celulares y

fisioldgicos.

2.4.2.4. Relacion atomica oxigeno-nitrogeno.

La utilizacion de las reservas de nutrientes de un organismo es una respuesta general al estrés,
originada por la necesidad de satisfacer un requerimiento metabdlico superior al normal. En
casos extremos, este fendmeno puede medirse en términos de la disminucion de las reservas
de carbohidratos, lipidos y proteinas, pero usualmente es recomendable recurrir a un indice
mas sensible que refleje las alteraciones del balance entre el catabolismo de carbohidratos, el
de lipidos y el de proteinas (Bayne, 1973; Widdows, 1993).

En organismos amoniotélicos como los bivalvos, La relacién atomica oxigeno:nitrégeno
(O:N) se define como la relacidon, en equivalentes atémicos, del oxigeno consumido respecto
al N-amonio excretado. Ambas respuestas fisioldgicas son componentes del balance
energético y sefialan la utilizacion relativa de proteinas en el metabolismo energético. Una tasa
alta de catabolizacion de proteinas respecto a la de lipidos y carbohidratos resulta en una baja
relacion O:N, la que generalmente indica condiciones de estrés. En consecuencia, un valor alto
de O:N refiere predominio del catabolismo de carbohidratos y lipidos sobre la degradacion de
proteinas. El valor teérico para la relacion O:N con catabolismo exclusivamente proteico es 7

(Mayzaud y Conover, 1988).

Dependiendo del nivel tréfico y de sus reservas naturales, se presentan diferencias inter- e
intra- especificas en la relacion O:N de organismos no estresados. Asi, la interpretacion de
O:N debe estar basada en los cambios relativos mas que en valores absolutos. Para M. edulis,
un valor mayor de 50 refiere a un mejillon sano metabolizando pocas proteinas, con una alta

tasa de catabolismo de carbohidratos (Lucas y Beninger, 1985). Valores iguales 0 menores que
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30 significan una tasa elevada de catabolizacién de proteinas, generalmente asociado a una
condicion de estrés (Widdows, 1993). Se ha observado que mejillones de la especie Perna
viridis, tras 2 semanas de exposiciébn a Cu y Hg, muestran valores significativamente
reducidos en la relacion O:N (10.1, 4.6) respecto al grupo control (68.6) como consecuencia
del incremento en las tasas de consumo de oxigeno y de excrecion nitrogenada (Krishnakumar
et al., 1990).

2.4.2.5. Campo de crecimiento

La tasa de crecimiento es una medida fundamental de adecuacion y desempefio, y proporciona
una de las mas sensibles evaluaciones de estrés en un organismo. Sin embargo, el crecimiento
en los bivalvos es dificil de cuantificar e interpretar, particularmente respecto a la
contaminacion ambiental, debido a la falta de correlacion entre la valva y otros componentes
de crecimiento (somatico o gonadal, por ejemplo) asi como a la dificultad para separar los
“efectos nutricionales” de los “efectos por contaminacién” (Lucas y Beninger, 1985;
Widdows, 1993). Muchos de estos inconvenientes pueden superarse al determinar la energia
disponible para crecimiento y reproduccion (llamado campo de crecimiento P, o scope for
growth, SFG, por sus siglas en inglés), basandose en el andlisis fisioldégico del balance
energético (Widdows, 1993; Navarro et al., 1991; Toro et al., 2003). Se ha comprobado que
en los bivalvos, este biomarcador resulta particularmente valioso en la evaluacion de los
efectos biologicos de la contaminacion, especialmente en combinacion con el andlisis de

contaminantes quimicos en los tejidos de los organismos.

El balance energético de un animal representa una integracion de las respuestas fisioldgicas
basicas como la alimentacion, la asimilacion del alimento, la respiracién, la excrecion y la
produccion de tejido (somético o gonadico). Cada uno de estos componentes puede
convertirse en equivalentes energéticos (joules/h) y permitir cuantificar el balance energético

de los organismos a través de la ecuacion:
I=P+R+ E+H

donde | = energia total ingerida por el alimento, P = produccion total (valvas, tejido soméatico
y gametos), R = energia canalizada al metabolismo respiratorio, E = energia perdida en

excretas y la excrecion nitrogenada, y H= pérdida energética en productos fecales. Dado que la
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energia asimilada del alimento (A) es la diferencia entre la energia ingerida (1) y la perdida por
las heces (F), A = | —H. La energia canalizada potencialmente a la produccién, o campo de

crecimiento, puede calcularse como:
P=A-(R+E)

Donde P (campo de crecimiento) se estima a partir de la diferencia entre la ganancia
energética (energia asimilada, A), la canalizada al metabolismo respiratorio (R) y la perdida a
través de los productos nitrogenados de excrecion (E). EI campo de crecimiento puede ir desde
valores positivos maximos bajo condiciones optimas, hasta valores negativos cuando el animal
se encuentra severamente estresado y haciendo uso de sus reservas corporales (Widdows,
1993).

Este parametro integrador fisioldgico constituye una evaluacion cuantitativa del estado
energético de un molusco, y se ha utilizado ampliamente en la evaluacién de efectos

bioldgicos subletales producidos por contaminacion en invertebrados marinos.

Con el fin de monitorear cambios en la calidad ambiental de la costa del Mar del Norte de
Inglaterra, Widdows et al. (1995) evaluaron P asi como las concentraciones de contaminantes
en diferentes tejidos de Mytilus edulis. Estas determinaciones permitieron identificar algunos
toxicos importantes, de origen industrial y urbano, responsables de la perturbacion inducida
por la contaminacion. La estimacion de P en mejillones de esta misma especie en el Mar de
Irlanda permitié asociar el decremento en el valor de este biomarcador con un incremento
general de los contaminantes detectados en estos organismos. El estudio identificd varios
sitios donde la reduccion en P fue mucho mayor que la esperada de acuerdo al nimero de
contaminantes analizados, sefialando la presencia de “toxicos desconocidos” (Widdows et al.,
2002).

Asimismo, la evaluacion de la energia potencial para el crecimiento” en una especie nativa de
nuestro pais, Mytilus californiensis, permitié detectar diferencias significativas entre las
épocas del afio y también entre sitios de muestreo con diferentes grados de contaminacién (Del
Valle-Pignatario, 1987).

De la misma manera, Toro et al (2003) obtuvieron una correlacion negativa entre el campo de

crecimiento de diferentes poblaciones de Choromytilus. chorus colectados en sitios con
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diferentes grados de contaminacion en la costa chilena y la concentracién de HPAs y

plaguicidas organoclorados bioacumulados.

De tal manera, los estudios efectuados en bivalvos tanto en el laboratorio como en el medio
natural, denotan que la evaluacion del campo de crecimiento como una respuesta global,
provee no solo una evaluacion réapida e instantanea del estado energético del animal,
reflejando la integracion del efecto toxico de los contaminantes evaluados, sino que permite
vislumbrar los mecanismos de toxicidad subyacentes asi como los componentes que modifican
la tasa de crecimiento (Widdows, 2002; Toro et al., 2003).
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3. JUSTIFICACION.

El presente proyecto de Investigacion forma parte del proyecto PAPIIT (IN238704; DGAPA,
UNAM), cuyo propoésito fundamental fue la evaluacion del efecto bioldgico de la
contaminacion en especies de importancia ecoldgica del sistema lagunar Estero de Urias, del
Estado de Sinaloa, mediante el uso de biomarcadores de exposicion y de efecto, e incluy6 la
evaluacion de los grupos mas relevantes de contaminantes antropogénicos en sistemas
marinos, como son los HPAs, los metales y los plaguicidas tanto organoclorados como
organofosforados, en agua, sedimentos y organismos seleccionados. El estudio, enmarcado en
la propuesta de la evaluacion de biomarcadores multiples, pretende discernir las relaciones de
causalidad entre los toxicos y los efectos bioldgicos observados a diferentes niveles de
organizacion bioldgica (sub-organismo y organismo) y su probable proyeccion a niveles de
organizacion bioldgica mas elevados. A su vez, se realizd en especies bentonicas dada su
relacion con los sedimentos, principales reservorios de los toxicos en los sistemas lagunares-
estuarinos. Particularmente las especies locales Uca princeps (crustaceo) y Mytella strigata
(bivalvo) son de amplia distribucion y abundancia en la zona (Salgado, 2003) y desempefian
un papel ecoldgico relevante en la dinamica de las comunidades bentdnicas (Chavez y
Carmona, 1999; Landa, 2003). Asimismo, representan dos grupos tréficos diferentes; Uca
princeps es un organismo de habitos omnivoros mientras que Mytella strigata es un organismo
filtrador con una tasa de biotransformacion relativamente baja, la cual caracteriza a los
bivalvos, y por ende puede ser considerado un bioindicador clave de tdxicos persistentes
(Galloway et al., 2002b).

Dada la magnitud del proyecto general referido, el presente Proyecto de Tesis de Maestria
abordd la evaluacion de los efectos bioldgicos producidos a nivel bioquimico y fisioldgico por
la exposicion a hidrocarburos poliaromaticos relevantes en Estero de Urias, durante la
temporada de secas. Para este fin se utilizaron biomarcadores de exposicion y de efecto en

poblaciones locales del bivalvo Mytella strigata.

Con frecuencia se plantea que en sistemas costeros la temporada de lluvias involucra un mayor
aporte de tdxicos de origen continental, provenientes del escurrimiento de la cuenca. Sin
embargo, de acuerdo a las caracteristicas del sistema de estudio, se propone la evaluacion de

hidrocarburos asi como de las diferentes respuestas bioldgicas durante la temporada de secas.
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JUSTIFICACION

Esta propuesta se basa en el criterio de que las principales fuentes de origen de hidrocarburos,
detectadas durante la prospeccion del sitio, mantienen una actividad constante a lo largo del
afio. La actividad portuaria, los desechos del parque industrial, la termoeléctrica y el efluente
domeéstico sin tratar de la Ciudad de Mazatlan, vierten continuamente contaminantes al
sistema. Ademas, durante la temporada de secas se registran valores extremos de salinidad y
temperatura (Peraza-Vizcarra, 2000), y por ello se espera una probable mayor concentracion
de los toxicos en este sistema lagunar-estuarino. De manera adicional, si bien la reproduccion
de Mytella strigata ocurre a lo largo de todo el afio, se reportan picos reproductivos en abril,
durante la temporada de secas (Leal-Tarin, 2007). Asi, la demanda energética en esta época
climatica derivada de la elevada actividad metabdlica del organismo en esta fase de su ciclo de

vida, incide sustancialmente en su capacidad de compensar el estrés externo.

Cabe destacar que en el presente trabajo de investigacion se efectla un estudio espacial en el
que se abordan diferentes escenarios de exposicion a los HPAs en las poblaciones locales de
M. strigata, considerando fuentes y aportes de los tdxicos asi como caracteristicas
hidrodinamicas particulares de los sitios (ver Area de estudio) que influyen el comportamiento

tanto de la biota como de los contaminantes de estudio.

De esta manera, la evaluacién en Mytella strigata de los diferentes biomarcadores de
exposicion y de efecto durante la temporada de secas, en conjuncion con la cuantificacion de
los HPAs en las matrices ambientales bajo estudio (agua, sedimento y bivalvos) permitira
profundizar sobre la capacidad de respuesta de la especie al estrés impuesto por los toxicos
ambientales, a la vez que permitird valorar su potencialidad como biomonitor de la
contaminacion por xenobidticos, particularmente de HPAs en sistemas lagunares estuarinos.
La aportacion generada puede aportar herramientas Utiles que pueden ser integradas en
programas de monitoreo ambiental asi como en estudios de evaluacion de riesgo ambiental en

sistemas costeros.
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HIPOTESIS

4. HIPOTESIS

De acuerdo a los diferentes escenarios de exposicion, se esperan encontrar diferencias
cuantitativas en las concentraciones de los HPAs en las matrices ambientales
estudiadas (agua, sedimento y organismos) entre los diferentes sitios de muestreo

seleccionados en el Estero de Urias.

Dado que se ha demostrado en diferentes especies de bivalvos que la actividad de la 7-
etoxiresorufin O-deetilasa (actividad EROD) es un biomarcador que refleja la relativa
especificidad de la accion toxica de contaminantes organicos, entre ellos los HPAs, se
espera detectar en el mejillon Mytella strigata relaciones de causalidad entre los HPAs
bioacumulados y la respuesta bioldgica evaluada. Asi, se plantea una mayor inhibicion
en la actividad EROD en los organismos que presentan una mayor concentracion de
HPAs.

Las alteraciones bioldgicas por efecto de los tdxicos ambientales son consecuencia en
ultima instancia del deterioro de los procesos bioquimicos y celulares, los cuales se
expresan de manera global a nivel fisiologico y conductual. Tales alteraciones se han
relacionado con el nivel de los xenobidticos en el medio externo y en los organismos.
De tal manera se esperan encontrar relaciones de causalidad entre la concentracion de
los contaminantes en el medio externo y en los organismos, con los efectos bioldgicos
producidos a nivel bioguimico y fisioldgico. De manera particular, se espera encontrar
relaciones de causalidad entre el campo de crecimiento en los bivalvos como

integrador de los procesos energéticos en los organismos y los HPAs bioacumulados.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS.
Obijetivo general:

Determinar el potencial efecto toxico de los hidrocarburos poliarométicos en el bivalvo
residente en el Estero de Urias, Mytella strigata, a través de biomarcadores de exposicion y de

efecto durante la temporada de secas.
Objetivos particulares:

1. Cuantificar las concentraciones de hidrocarburos poliaromaticos en dicho sistema lagunar,
tanto en el medio externo (sedimento y agua) como en los organismos de estudio, bajo tres
escenarios de exposicién diferentes y establecer las probables relaciones entre los niveles de

HPASs en las matrices ambientales analizadas.

2. Determinar la afectacion bioldgica en M. strigata ocasionada por hidrocarburos
poliaromaticos presentes en el Estero de Urias, mediante la evaluacion de diferentes respuestas
bioldgicas consideradas como biomarcadores de exposicion (actividad EROD) y de efecto
(concentraciones de proteinas solubles en hemolinfa y en musculo, estabilidad lisosomal,
indice de condicion, balance hidrico, consumo de oxigeno, excrecion nitrogenada, relacion

O:N, tasa de aclaramiento y campo de crecimiento).

3. Establecer relaciones de causalidad en M. strigata considerando la concentracién externa de

los HPAs, la bioacumulacién y los efectos bioldgicos observados.

35

Efecto de hidrocarburos poliarométicos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa.
Pifia-Chacén, L. E. 2008.



MATERIALES Y METODOS

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Area de estudio.

En la parte sur del Estado de Sinaloa, en la costa del Pacifico mexicano, se localiza el Puerto
de Mazatlan. Este Puerto se ubica en las margenes del Estero de Urias, el cual representa uno
de los sistemas estuarino-lagunares mas extensos de esta regién, con profundidades someras
(1-10 m) y un &rea de 800 Ha, presentando una morfologia tipicamente lagunar (Lankford,
1977) (Fig.4).

De acuerdo a la clasificacion de Lagunas Costeras de México, se considera del Tipo 111 B (Il
A), es decir, una laguna costera con barrera de plataforma interna, en la cual los ejes de
orientacion son paralelos a la linea de costa (Lankford, 1977). De acuerdo a la clasificacion de
estuarios (Pritchard, 1967), puede considerarse como un estuario negativo o antiestuario,
debido a que la entrada de agua dulce al sistema fue drasticamente reducida con motivo del
aislamiento del Rio Presidio por procesos naturales de azolvamiento y la construccion del

Aeropuerto Internacional de Mazatlan (Montafio-Ley y Paez-Osuna, 1990).

6.1.1. Meteorologia.

El régimen de clima de la region es tropical y subtropical, lluvioso en verano con una
temporada de sequia muy marcada (Garcia, 1988). La época de lluvias se presenta de julio a
octubre y la temporada de secas de noviembre a junio (Garcia, 1988); frecuentemente se
presentan a finales de verano huracanes y tormentas tropicales, con indice promedio anual de
evaporacion, durante este periodo, de 2146.8 mm (Direccion de Estadisticas y Estudios

Econdmicos, 1985).

Sobre la planicie costera se manifiesta un clima semi-calido, semi-seco. En Mazatlan la
temperatura media anual en el periodo 1986-2004 fue de 24.5 °C, y la precipitacion total
anual fue de 840.9 mm (INEGI, 2005).
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| ASTILLERO | TERMOELECTRICA

ESCURRIMIENTO

GRANJAS
CAMARONERAS

| EMBARCADERO |

EFLUENTES
URBANOS

Fig. 4. Localizacion del Estero de Urias en Mazatlan, Sinaloa, y ubicacién de las estaciones de muestreo: Estacién 1: Puente Juarez (23° 12" 33" N,
106° 24" 27" W); Estacion 2: Astillero (23° 11" 23"" N,106° 21" 40" W); Estacion 3: El Castillo (23° 10° 13" N, 106° 20" 24" W).
Se muestran las principales fuentes de contaminantes por sitio. Fotografias satelitales tomadas de Google Earth© (2005).
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6.1.2. Parametros fisicoquimicos.

De acuerdo a Peraza-Vizcarra (2000), la temperatura del agua en el sistema mantiene una
relacién estrecha con la temperatura del ambiente, alcanzando valores minimos de 19 a 23 °C
de febrero a mayo, y maximos de 29 a 32 °C durante los meses de junio a noviembre. La
temperatura del agua, por lo general, aumenta de la boca a la cabecera del Estero de Urias, con
un gradiente térmico longitudinal de 0.3 a 5 °C. EI sistema se caracteriza por tener un cuerpo
de agua bien mezclado, con salinidad superior a la del mar durante la mayor parte del afio. En
afios de precipitaciones normales, la salinidad en la boca alcanza desde 32 %o en septiembre,
hasta 37 %o en junio, antes del inicio de las lluvias. En la cabecera del sistema la variacion de
la salinidad es mayor; durante los meses de estiaje se presentan salinidades arriba de 38 %o
debido al efecto de la evaporacion y a la baja profundidad. En época de lluvias se registran
salinidades menores a 30 %o debido al aporte de agua de un complejo sistema de esteros:
Pichichines, Confite, Barron y del Caiman, situados en la parte meridional del sistema. La
salinidad del agua de fondo tiene muy pocas variaciones con respecto a la de la superficie,

manteniéndose diferencias maximas de 0.3 %o (Alvarez-Ledn, 1977; Heredia et al., 1988).

Por lo general, existe en el sistema un gradiente de salinidad positivo de la boca a la cabecera,
que varia entre 1-6.5 %o, registrandose el gradiente maximo al final del estiaje. Solamente bajo
condiciones prolongadas de precipitacion alta en la zona, la salinidad aumenta de la cabecera a
la boca, y el sistema se comporta de acuerdo a la clasificacion de Pritchard (1952), como un
estuario positivo; sin embargo, de acuerdo a esa misma clasificacion, el Estero de Urias
funciona la mayor parte del afio como un estuario negativo o antiestuario, ya que presenta
salinidades mas elevadas en la cabecera que en la boca del sistema (Villalba, 1986; Peraza-
Vizcarra, 2003).

La densidad del agua tiende a aumentar durante los meses finales del estiaje, de la parte media
a la cabecera del estero, debido fundamentalmente a los valores altos de salinidad que
prevalecen en esta zona. Estos gradientes horizontales de densidad deben inducir corrientes de

tipo baroclinico de la cabecera a la parte media del sistema (Peraza-Vizcarra, 200).

38

Efecto de hidrocarburos poliarométicos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa.
Pifia-Chacén, L. E. 2008.



MATERIALES Y METODOS

6.1.3. Dinamica de agua y sedimentos.

En el Estero de Urias, la marea oceanica gobierna la dindmica de las aguas. En la pleamar el
agua ocednica fluye hacia el estero a través de la seccion transversal ubicada entre las dos
escolleras del puerto, mientras que en la bajamar el flujo se invierte debido al descenso del
nivel de la marea del océano (Montafio-Ley y Péez-Osuna, 1990). Villalba (1986) reporta
velocidades de 20 cm/seg en la cabecera del Estero de Urias, las que resultan bajas pero
explicables debido a que en la cabecera del sistema las corrientes son débiles (Montafio-Ley y
P&ez-Osuna, 1990).

Los procesos de transporte de sedimentos en la laguna costera de Urias estdn modulados por la
marea oceanica astronomica, la geometria de la laguna y el aporte de sedimentos. La energia
disponible para transporte de sedimentos la proporciona la marea, la que genera corrientes

superficiales de méas de 70 cm/seg en la entrada de la laguna (Montafio-Ley et al., 2000).

La concentracion de sedimentos suspendidos a lo largo del eje de la laguna, muestra valores
méaximos de 19.9 mg/l en la cabecera y disminuye hacia la boca, donde se presenta una
concentracion de 3.2 mg/l. Esta distribucion puede explicarse como resultado del
escurrimiento de las areas marginales y de las diferentes corrientes de marea, asi como de las
condiciones de oleaje entre la boca y la cabecera de la laguna, donde la baja profundidad

favorece el aumento en la turbidez (Montafio-Ley et al., 2000).

La dispersion y distribucién de contaminantes en el Estero de Urias dependen de las tasas y
vias de circulacion de agua y de transporte de sedimentos, mas que de otros agentes fisicos.
Dado que los sedimentos actian como reservorios, los sitios con mayores concentraciones de
sedimentos pueden considerarse susceptibles a la contaminacion. Especificamente en la
cabecera de la laguna, es dificil que el sedimento sea removido por las corrientes de marea. En
contraste, en el canal principal la velocidad de la marea excedié 70 cm/seg, y las tasas de
transporte de sedimento llegan a 0.26 kg/m/s, por lo que resulta un conducto natural para el
agua y el sedimento, y con ello el mejor mecanismo para expulsar los contaminantes asociados

al material suspendido (Montafio-Ley et al., 2000).

El sistema de Urias tiene buena capacidad de renovacion de sus aguas. Villalba (1986), Paez

Osuna et al. (1990) y Peraza-Vizcarra (2001) estimaron para el cuerpo principal del sistema un
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tiempo de recambio hidrodinamico del orden de 2 a 7.5 dias. Esto permite que la mayoria de
las aguas negras, los desechos industriales, las aguas sobrecalentadas y de sentina, sean
reemplazadas en un periodo corto. Sin embargo, en las areas tranquilas como canales
meandricos, marismas, zonas de manglares y muelles, se acumula una cantidad apreciable de
materiales y contaminantes vertidos al Estero de Urias, representando potencialmente un

peligro para la biota del sistema (Osuna-Ldpez et al., 1986).

Por otra parte, el proceso de sedimentacion natural ha sido acelerado por el crecimiento
poblacional en la ribera del sistema y el incremento de infraestructura industrial y portuaria, ya
que en la mayoria de estos casos se destruyen las zonas de manglar, las cuales retienen
sedimentos en las orillas del estero; aunado a lo anterior, en el afio de 1987 se inici6 la
construccion de un tapo para una mejor explotacion del camar6n que indudablemente
repercutird en la dinamica sedimentaria del sistema, conduciendo al azolve de esteros como es
el caso de El Infiernillo (Montafio-Ley et al., 2000). En cuanto a los sustratos sedimentarios,
varian desde fangosos y limo-arenosos hasta arenas, siendo los sedimentos arenosos los que
predominan en el canal de navegacion el cual periédicamente es dragado (Osuna-Lopez et al.,
1986).

6.1.4. Productividad.

El Estero de Urias tiene una tasa de productividad primaria elevada comparada con otros
ecosistemas similares. Su productividad neta diaria es del orden de 2.36 g C/m?®/d equivalente
a un valor anual de 0.86 kg C/m3/afio. Con una distribucion estacional bimodal, con méximos
en primavera-verano (5.34 g C/m3/d) y minimos en invierno (0.1 g C/m3/d) (Robles, 1985). La
elevada productividad de esta laguna puede atribuirse al exceso de material organico de origen
antropogénico que recibe, conduciendo a niveles elevados de nutrientes durante la
remineralizacion de la materia organica. Ello favorece la productividad primaria de una amplia
diversidad de especies fitoplanctonicas estuarino-lagunares y marinas, predominando
diatomeas y dinoflagelados (Priego, 1985), asi como de macroalgas bentonicas en las que

predominan Rhizoclonicem sp, Hydrocoleumsp, y Chaetomorpha sp (Alvarez-Le6n, 1980).
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6.2. Estaciones de muestreo.

Con base en una prospeccion del sistema asi como en la bibliografia referente a este sistema
lagunar (Osuna-Lopez et al., 1990; Paez-Osuna et al., 2002; Ruelas-Inzunza y Péaez-Osuna,
2000; Frias-Espericueta et al., 1999; Szefer et al., 1998), se definieron tres estaciones de
muestreo. Para la ubicacion de éstas se consideraron la presencia de poblaciones de mejillones
y su ubicacion respecto a fuentes puntuales y no puntuales de diferentes contaminantes con

probables emisiones de HPAs (Tabla 3).

Tabla 3. Aportes de contaminantes en las diferentes estaciones de muestreo
en el Estero de Urias.

Sitio Fuente de emisién Contaminantes

HPAs (3), Metales (6), Plaguicidas (7),
Nitrogeno, Fosforo (8), MO (1), microbiolégicos

(8).
Enlatadoras de productos
Juarez pesqueros y procesadoras de | MO (1), grasas y aceites, HPAs (3),Metales (6)
alimentos
Instalaciones de PEMEX Hidrocarburos diversos (3), Metales (6)
Embarcamgn_es pesqueras 'y HPA (3), Metales
turisticas (3)
“Cementerio”
de embarcaciones
Astillero Mantenimiento de barcos Metales (6), biocidas, HPA (3)
HPAs (3), Metales , Biocidas, Agua
sobrecalentada (3)

Antibiéticos (6), Nitrégeno y Fésforo (8), MO
(1), Hidrocarburos (3)
Plaguicidas (7), Metales (8), Nitrégeno y
Fosforo (8)

HPAs (3), Biocidas, Agua sobrecalentada (3),
Metales (6).

(1) Paez-Osuna y Marmolejo-Rivas, 1990; (2) Ruelas-Inzunza y Paez-Osuna, 2000; (3) Alvarez, 1980;
(4) Hernandez-Cornejo y Ruiz-Luna, 2000; (5): Ruiz-Luna y Berlanga-Robles, 2003; (6) Soto-Jiménez
y Paez-Osuna, 2001 (7) Galindo et al., 1992; (8) Paez-Osuna et al., 1998.

Efluentes y escurrimientos
urbanos (6)

Metales

Termoeléctrica (5)

Acuicultura (4, 5)

El Castillo Agricultura (5)

Termoeléctrica (5)

Estacion 1 (23° 12" 33" N, 106° 2427 W): “Puente Juarez”. Se ubica en el Estero de
Infiernillo y recibe directamente efluentes domésticos no tratados, asi como derrames de
combustible derivados de la actividad de los pescadores en el embarcadero y de aportes

urbanos. La poblacion de mejillones se localiza en la base de la estructura del Puente Juarez.

Estacion 2 (23° 11" 23" N, 106° 21°40”" W): “Astillero”. Probablemente se encuentra
contaminado por metales pesados provenientes de la pintura utilizada en el mantenimiento de
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los barcos, asi como por derrames de combustibles fosiles. Las poblaciones de mejillones se

localizan sobre las estructuras sumergidas de los barcos.

Estacion 3 (23° 10" 13”" N, 106° 2024 W): “El Castillo”. Se localiza hacia la cabecera del
sistema lagunar en el area localmente conocida como “La Sirena”. En este sitio se ha
observado la presencia de un creciente numero de granjas camaroneras, las que
potencialmente emiten compuestos nitrogenados, fertilizantes, antibiéticos y hormonas al
sistema, aunado a los aportes de combustible utilizado en el bombeo de agua a los estanques
de cultivo. Los mejillones se encuentran formando nidos bisales sobre las raices de los

mangles.

6.3. Colecta de organismos.

Los estudios se realizaron en la especie local Mytella strigata (Mollusca: Bivalvia) de amplia
distribucion y abundancia en la zona (Salgado, 2003) y que desempefia un papel ecoldgico
relevante en la dindmica de las comunidades bentdnicas (Chavez y Carmona, 1999; Landa,
2003). Mytella strigata es un organismo filtrador y aunado a su relativamente baja tasa de
biotransformacion puede ser considerado un bioindicador clave de toxicos persistentes
(Galloway et al., 2002).

Los muestreos en las diferentes estaciones (Puente Juarez, Astillero y El Castillo) se realizaron
los dias 6, 7 y 8 de mayo de 2005, respectivamente, durante la temporada de secas. Todos los
organismos fueron colectados durante la marea baja, con la finalidad de facilitar el acceso a
los mismos, asi como disminuir el estres inducido por la captura, considerando que durante la

exposicion aérea presentan un periodo de baja actividad (Widdows, 1993).

Los organismos se colectaron en la base de la estructura del puente en la estacion 1, de los
cascos de embarcaciones abandonadas en la estacion 2 y de las raices de mangle en la estacion
3. En el sitio se realizd la inspeccién visual de mejillones pertenecientes a la especie M.
strigata seleccionandose organismos mayores a 4 cm de longitud total de valvas, se cortaron
cuidadosamente las fibras del biso y fueron transportados al Centro de Investigacion en
Alimentos y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan, en un lapso maximo de 1 hora. Por estacion
se colectaron de 70 a 80 organismos y aproximadamente 40 | de agua (con el fin de utilizarla
en las diferentes evaluaciones fisioldgicas). Se destinaron 10 organismos para las evaluaciones
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bioquimicas y celulares, 18 para las determinaciones fisiologicas y el resto para la

cuantificacion de HPAs.

6.4. Cuantificacion de HPA:s.

6.4.1. Trabajo de campo.

En cada estacion de muestreo, se realizo el geoposicionamiento (Magellan, Meridian Gold), se
determinaron la salinidad y la temperatura (YSI 30), el oxigeno disuelto (oximetro YSI 54A) y
el pH (Hanna Instruments HI 8314) de una muestra de agua obtenida a profundidad media con
una botella van Dorn. Asimismo se colectaron muestras de agua y de sedimentos para la
determinacion de hidrocarburos poliaromaticos. Para la obtencidn del sedimento se us6é una
draga de caja tipo Eckman, de acero inoxidable, cuidando de no alterar la disposicién original
del sedimento; se determiné el pH del sedimento (Kelway, HB-2). De la parte media de la
muestra de sedimento obtenido, las submuestras destinadas al analisis de hidrocarburos
poliarométicos se colocaron en frascos de vidrio de 500 ml pre-lavados con hexano. El agua
para el analisis de hidrocarburos se colectd en un recipiente de 1 galdén de capacidad, con
volumen al ras previamente registrado. El recipiente se coloco en el extremo de la lancha
orientado en contra de la corriente, para evitar su contaminacion con el motor de la misma. Se
sumergi6 de 30 a 50 cm y de manera tangencial se colecté el agua del sitio a evaluar. Se
retiraron 100 ml y se conservaron en un vaso de precipitados; se agregaron 50 ml de n-hexano
grado espectroscopico (Uvasol-Merck), y se agito vigorosamente la muestra acuosa durante 5
min; con una pipeta volumétrica se extrajeron los hidrocarburos (50 ml) colocandolos en un
frasco de vidrio ambar; la operacion se repitid, reuniendo al final 100 ml de extracto (USEPA,
1990). Todas las muestras se mantuvieron en hielo durante su traslado al laboratorio, donde se

congelaron hasta el momento de su analisis.

Para la determinacion de HPAs en los organismos de cada una de las estaciones, se
removieron las valvas de una submuestra de los mejillones y se reunieron aproximadamente
40 g PH de tejido blando. Los valores de longitud de las valvas (cm) y peso himedo (g PH) de
los individuos de Puente Juarez, de Astillero y de Castillo fueron (promedio * error estandar,
ES): 44 +0.1 cm y 6.52 £0.28 g PH; 4.18+0.17 cm y 6.32+0.23 g PH; 4.45+0.07 cm y

7.7+£0.29 g PH, respectivamente. Los tejidos se envolvieron en papel aluminio nuevo y se
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guardaron en bolsas de polietileno, las que se introdujeron en nitrogeno liquido y

posteriormente se mantuvieron a -80 °C hasta el momento de su analisis.

La determinacion de los hidrocarburos aromaticos se realiz6 en el Laboratorio de
Contaminacion Marina del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM. La
determinacion de HPAs en las muestras de agua se realizdO de acuerdo a los métodos
estandarizados reportados por UNESCO (1976) y USEPA (1990), mientras que los sedimentos
y tejidos se analizaron siguiendo los métodos sefialados por UNEP/IOAC/IAEA (1992) y
UNEP/IAEA/FAI/IOC (1993), respectivamente.

6.4.2. Trabajo de laboratorio.

Analisis de agua. Se descongelaron los extractos hexanicos a temperatura ambiente, se midio
el volumen real del mismo y se concentrd en un rotoevaporador (35 °C / 40 psi) bajo corriente
de N,. Para analizar la concentracion de HPA totales, el extracto hexanico se analizd por
espectrofotometria con referencia al criseno. Para cuantificar separadamente los HAP y los
alifaticos por cromatografia de gases (CG), el extracto se purifico y se fracciono, de la forma

siguiente:

Para la limpieza del extracto se utilizaron columnas de adsorcion de vidrio de 2 cm de
didmetro interno x 30 cm de longitud. Se empacaron en el siguiente orden: fibra de vidrio +
hexano + 5 g de silica (en hexano) + 10 g de alimina (en hexano) + sulfato de sodio anhidro +
hexano. La silica y la alimina se activaron a 200 °C durante 4 h y se desactivaron al 5 %
peso/peso con agua tridestilada. Se afiadié la muestra con ayuda de una pipeta Pasteur o
directamente del matraz; se dieron varios enjuagues al matraz de bal6n (3-5 con hexano) y se
agregaron 20 ml de hexano para obtener la fraccion 1 (hidrocarburos alifaticos) colectandolos
en un matraz de balén de 50 mL. La fraccion 2 (HPASs) se obtuvo eluyendo con 20 ml de una
mezcla hexano : diclorometano (8:2) + 20 ml de una mezcla hexano : diclorometano (50:50) y

se colect6 en un matraz de balon de 125 ml.

Las dos fracciones se concentraron en un rotoevaporador hasta 2-5 ml y se trasvasaron a
viales, utilizando nitrégeno de alta pureza para llevar a sequedad los mismos. Se dieron 3 a 4
enjuagues a los matraces de balén que contenian las fracciones 1 y 2 con los disolventes

respectivos.
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Las muestras se analizaron por cromatografia de gases capilar de alta resolucion (CG-FID).

Analisis de sedimentos. El sedimento humedo se secé a 40-50 °C, se macer6 en un mortero
mecanico de agata y se tamizo a través de una malla de 250 pum. Se tomé una submuestra de 5
g PS del sedimento tamizado para realizar la extraccion en un equipo Soxhlet, utilizando un
disco de papel filtro Whatman No. 2, previamente lavado. Se agregaron 250 ml de una mezcla
de hexano : diclorometano (50:50) al matraz de balon de 500 ml y se realiz6 la extraccion
durante 8 h con ciclos de sifén de 10 min. Posteriormente se concentrd el extracto proveniente
de la etapa anterior en un rotoevaporador hasta obtener un volumen de 5-8 ml. La temperatura

del bafio fue menor a 40 °C y la presion de la bomba de vacio fue de 40 psi.

El extracto concentrado se limpid en columnas de adsorcion de vidrio de 2 cm de diametro
interno por 30 cm de longitud. Se empacaron en el siguiente orden: fibra de vidrio + hexano +
5 g de silica (en hexano) + 10 g de alimina (en hexano) + sulfato de sodio anhidro + hexano.
La silica y la alumina se activaron a 200 °C durante 4 h y se desactivaron al 5 % peso/peso con
agua tridestilada. Se afiadié la muestra con ayuda de una pipeta Pasteur o directamente del
matraz; se dieron varios enjuagues al matraz de balon (3-5 con hexano), se agregaron 20 ml de
hexano para obtener la fraccion 1 (hidrocarburos alifaticos) colectandolos en un matraz de
balon de 50 mL. La fraccion 2 (HPASs) se obtuvieron eluyendo con 20 mL de una mezcla
hexano : diclorometano (8:2) + 20 ml de una mezcla hexano : diclorometano (50:50) y se

colectaron en un matraz de balon de 125 ml.

Posteriormente se concentraron las 2 fracciones en un rotoevaporador hasta un volumen de 2-5
mL. Se trasvasaron a viales y se llevaron a sequedad con nitrogeno de alta pureza. Se hicieron
3-4 enjuagues a los matraces de balon que contenian las fracciones 1 y 2 con los disolventes

respectivos.

Las muestras se analizaron por Cromatografia de Gases (FID) Capilar de Alta Resolucion con
“”fit” para HPAs.

Analisis de tejidos. Las muestras se secaron y homogenizaron de la misma manera descrita
para los sedimentos. Se tomaron alicuotas de 3-5 g PS y se colocaron en el extractor Soxhlet
usando como soporte un papel filtro. Se agregaron 250 ml de metanol en un matraz de balén
de 500 ml y se dejo correr la extraccion por 8 horas para después afiadir 20 ml de KOH 0.7 M

+ 30 ml de agua tridestilada al matraz de bal6n y dejar por 2 horas mas. El extracto de la
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muestra se coloco en embudos de separacion de 500 ml o de 1 I. Se enjuago varias veces el
matraz de balon para evitar pérdidas y se afiadieron 90 ml de hexano. Se agitd y se espero a
que se formaran dos fases para colectar en un matraz de balén de 250 ml la fase hexanica
(superior); la fase de potasa metandlica se regreso al matraz y nuevamente se realizaron dos
extracciones sucesivas con 50 ml de hexano cada una. Al final se filtr6 con fibra de vidrio y

Na,SO, la porcidn hexanica en el embudo.

La fase hexanica se concentr6 en un rotoevaporador hasta aproximadamente 5 ml. La
temperatura del bafio se mantuvo inferior a 40 °C y la presion de la bomba de vacio a 40 psi.
Para la limpieza del extracto se utilizaron columnas de 2 cm de didmetro interno por 30 cm de
longitud, que fueron empacadas en el siguiente orden: fibra de vidrio + hexano + 5g silica (en
hexano) + 10g alimina (en hexano) + sulfato de sodio + hexano. La silica y la alimina se
activaron a 200 °C durante 4 horas y se desactivaron al 5 % en peso. Se afiadié la muestra con
ayuda de una pipeta Pasteur y se dieron varios enjuagues al matraz de balon con hexano; se
agregaron 20 ml de hexano como eluyente y se establecié un goteo lento para una buena
separacion. La fraccion 1 con los hidrocarburos alifaticos, parafinas o saturados se colectd en
un matraz de balén de 50 ml. Se agregaron 30 ml de una mezcla hexano : cloruro de metileno
(9:1) y se form¢ la fraccion 2 que contiene los hidrocarburos no saturados y aromaticos, que se

colectd en un matraz de balén de 50 ml.

Posteriormente se concentraron las dos fracciones en un rotoevaporador hasta un volumen de
5 ml y se trasvasaron a viales, utilizando nitrogeno para llevar a sequedad los viales y dar
varios enjuagues a los matraces de balon que contenian las fracciones (F1 con Hexano y F2

con la mezcla 9:1 hexano : cloruro de metileno).
Las muestras se analizaron por Cromatografia de Gases (FID) Capilar de alta Resolucion.

Como control de calidad se incluy6 el anélisis de blanco de reactivos (1 por cada 5 muestras
problema), materiales de referencia, duplicados de laboratorio, blancos fortificados, curvas de

calibracion, asi como mediciones con estandares internos y/o deuterados.

Todos los reactivos utilizados en las determinaciones de HPAs en las matrices ambientales y
en los andlisis de las respuestas biologicas fueron de grado analitico (Merck; Sigma).

Asimismo, se utilizd6 como estandar una mezcla de 16 HPAs (Chemical Service, Inc.),
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catalogados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (US EPA) (Tabla 1).

Célculo de los indices moleculares de los sedimentos. Los indices moleculares se calcularon
de acuerdo a Yunker et al. (2002), efectuando los calculos aritméticos correspondientes a
partir de las concentraciones de los HPAs individuales, que se determinaron en los
sedimentos de las estaciones de estudio (ug / g PS). Los indices moleculares BaA228, Fl 228 y
An 178, se calcularon a través de las operaciones [BaA] + ([BaA]+[Chry]); [FI] = ([FI]+[Py])
y [An ] + ([An]+[Ph]) , respectivamente. Los nombres completos de los compuestos son:
BaA: benzo (a) antraceno; Chry: criseno; Fl: fluoranteno; Py: pireno; An: antraceno y Ph:

fenantreno.

6.5. Respuestas Biologicas. Biomarcadores de exposicion y de efecto.

Los organismos se trasladaron al laboratorio en recipientes con agua del medio, provistos con
ramas de mangle para disminuir el estrés y la insolacion de los mejillones. Por cada estacion
muestreada, en el laboratorio se seleccionaron alrededor de 30 organismos de talla homogénea
para la evaluacion de biomarcadores. 10 organismos se seleccionaron para la determinacion de
respuestas bioquimicas y celulares (actividad EROD, estabilidad lisosomal y concentracion de
proteinas solubles). EI peso humedo de estos organismos fue (promedio+ ES): Puente Juarez
7.84+0.26 g, Astillero 7.98+0.25 g y Castillo 8.72+0.21 g. Para las evaluaciones fisioldgicas
(tasa de aclaramiento, respiracion, excrecién nitrogenada, eficiencia de asimilacién) se
utilizaron 18 organismos de cada sitio de muestreo, con valores de longitud de las valvas y de
peso humedo correspondientes a (promedio + ES): 4.76+.063 cm y 7.36+0.13 g; 4.78+0.039
cm y 7.96+0.275 g; 4.71+0.02 cm y 8.19+0.22 g para Puente Juarez, Astillero y Castillo

respectivamente.

Las muestras de tejidos necesarias para las evaluaciones bioquimicas y celulares fueron
obtenidas inmediatamente después de la llegada de los organismos al laboratorio. En primer
término se extrajo hemolinfa del musculo abductor posterior de cada ejemplar, utilizando
tijeras de diseccion para mantener las valvas abiertas y permitir la insercion de la aguja. La
hemolinfa se colectd en jeringas tipo tuberculina de 1 ml previamente cebadas con solucion
fisiologica para bivalvos (Hepes 0.18 M, NaCl 0.43 M, MgS0O4 0.11 M, KCI 0.01 M, CaCl,
0.013 M, pH 7.3; Cohen, 1997) y se transfiri6 a tubos Eppendorf. Durante todo el
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procedimiento se mantuvieron en hielo tanto el material como las muestras de hemolinfa. Al
terminar la extraccion de hemolinfa de los organismos, inmediatamente se procedid a la

determinacion de la estabilidad lisosomal y del contenido proteinico de estas muestras.

Después de extraer la hemolinfa los organismos, fueron disectados, se colocaron sobre placas
de hielo y los tejidos se bafiaron continuamente con solucion de lavado (sacarosa 0.5 M y
EDTA). Se disectd el musculo abductor posterior para determinar su concentracion de
proteinas solubles, y la glandula digestiva para la evaluacion de la actividad EROD vy de la
concentracion de proteinas correspondiente. Los tejidos se depositaron individualmente en
tubos Eppendorf. En el caso de la glandula digestiva, como solucion protectora se adicionaron
500 pl de solucion de homogenado (Tris-HCI 10 mM, KCI 150mM, ditiotreitol (DTT) 0.5
mM, Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 400 uM vy sacarosa 0.5M; modificado de Fossi et
al., 1998 y Morcillo y Porte, 1997). Todos los tejidos se almacenaron en nitrogeno liquido de
manera temporal y posteriormente se trasladaron a un ultracongelador Revco en la Unidad de
Analisis Ambiental de la Facultad de Ciencias, donde permanecieron a -80 °C hasta el

momento de su analisis.

6.5.1. Biomarcadores de exposicion.

6.5.1.1. Actividad EROD.

La induccién del Citocromo P450 se estimd indirectamente mediante la determinacion de la
actividad enzimatica de la 7-etoxiresorufin O-deetilasa (EROD) (Adams, 1990). La evaluacién

se realiz6 en el Laboratorio de Ecofisiologia de la .Facultad de Ciencias de la UNAM.

Se evalud la actividad EROD en la glandula digestiva de 10 individuos de cada sitio de
estudio, tejidos previamente conservados en ultracongelacién (-80 °C). De acuerdo al
procedimiento descrito por Burke y Mayer (1974) modificado por Burgeot et al. (1994), la
actividad EROD se analiz6 en la fraccion S9. Una vez descongeladas las glandulas digestivas
se homogenizaron en grupos de 3, adicionando solucion de homogenado en proporcion 1:4 de
tejido : solucion. Se utiliz6 un pistilo de teflon Glas-Col. EI homogenado se centrifugd dos
veces consecutivas a 10000 g (9600 rpm) por 20 minutos, a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5417
R). Se decanto el sobrenadante (fraccion S9) y se mantuvo en frio hasta su analisis.
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La actividad enzimatica EROD se registr6 en un espectrofluorometro para microplaca
Fluosorkan Ascent (FL, Labsystem), a una longitud de onda de 544 nm emision y 590 nm
excitacion. Antes de la evaluacion de la actividad EROD en las muestras de estudio, se realizd
una curva patron utilizando concentraciones conocidas de etoxiresorufin O-deetilasa (0.05,
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.7, 0.8 y 0.9 nM de resorufin, en 300 pl. Para evaluar la actividad de
esta enzima en la gldndula digestiva de M. strigata se colocaron 50 pl de la fraccion S9 de
cada muestra en los pozos de las microplacas y se adicionaron 50 de 7-etoxiresorufin 2.2 uM;
inmediatamente se agitd y se realizaron las lecturas cada minuto por un lapso de 15 minutos.
Inmediatamente después se adicionaron 10 ul de NADPH (24 mM) y se efectuaron las

lecturas cada minuto por 60 minutos.

A diferencia de lo observado en la el blanco reactivo, donde antes de adicionar el NADPH no
se detecta la formacidn del producto de la reaccidn enzimatica (resorufin), en las muestras de
M. strigata se registrd la formacion de resorufin desde antes de adicionar el NADPH. Esto se
atribuy0 a la probable presencia de residuos de un donador de electrones en la fracciéon S9, lo
que permitio la formacién de resorufin adn sin la participacion del NADPH. Para corregir este
efecto, a la concentracion de resorufin registrada en el minuto 1 después de la adicién de
NADPH, se le sustrajo el valor de resorufin determinado en el primer minuto después de haber
adicionado la etoxiresorufin (en ausencia de NADPH). En cada una de las lecturas restantes,
nuevamente se sustrajo el valor de resorufin determinado en ausencia de NADPH para el
minuto correspondiente. Con los datos obtenidos se efectud una regresion lineal, donde la
pendiente de la recta refiere la cantidad de resorufin formado por unidad de tiempo
(pmoles/min) (Fig. 5). Con el fin de expresar los resultados de la actividad enzimatica como

actividad especifica (pmoles de resorufin / min / mg proteina), se aplico la siguiente férmula:

AE =m / (P*0.05)

Donde:

AE: actividad enzimatica especifica, pmol/min/mg proteina

m: pendiente de la recta (pmoles de resorufin/min)

P: concentracion de proteina, mg/ml

0.05: factor de correccion de acuerdo al volumen de muestra utilizado (0.05 ml)

Con el objetivo de comprobar la reproducibilidad del método utilizado, se evalué de manera
paralela la actividad EROD en peces poecilidos de agua dulce (Xiphophorus montezumae)

previamente expuestos por 24 h en acuarios con [-naftoflavona 1.5uM, la cual induce la
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actividad del sistema P450. Las muestras obtenidas de los peces expuestos a este hidrocarburo

se emplearon como control positivo durante la evaluacion de las muestras de M. strigata.

La concentracion de proteinas de las muestras fue evaluada mediante el kit de ensayo de
proteinas BIO-RAD, basado en la técnica de Bradford (1976) y utilizando el método de
microensayo (Sedmarck y Grossberg, 1977) en un lector de microplacas (BioRad 550) (ver
acapite 6.5.2.2).

6.5.2. Biomarcadores de efecto.

6.5.2.1. Estabilidad Lisosomal.

Para valorar la estabilidad lisosomal de los hemocitos de la hemolinfa de Mytella strigata se
utilizd el método de microplaca de rojo neutro acorde a los protocolos establecidos para
bivalvos (Pipe et al., 1995). El método evalla la incorporacion del colorante rojo neutro por
los lisosomas, proceso que es alterado por los tdxicos ambientales. De manera global, el
método se fundamenta en la capacidad de las células de retener el rojo neutro; de tal manera

una mayor retencion del colorante vital se relaciona con una mejor condicion celular.

La hemolinfa de los mejillones se diluyé 1:1 con solucién salina fisioldgica para bivalvos
(Hepes 0.18 M, NaCl 0.43 M, MgS0O4 0.11 M, KCI 0.01 M, CaCl; 0.013 M, pH 7.3, Cohen,
1997). Se adicionaron 200 ul de esta muestra en las celdas de la microplaca, por triplicado (se
utilizaron microplacas de fondo plano con superficie certificada Nunclon Delta para adhesién
de células), considerando testigos negativos. En los testigos negativos se colocaron 100 ul de
solucion de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DMSO 10% y Triton 1%, Pipe et
al. 1995). Se cubri6 la placa y se incub6 a temperatura ambiente por 1.5 h para permitir la

adhesion de las células.

Posteriormente se desechd la solucién de lisis y se adicionaron 200 ul de rojo neutro 0.004%,
en el que las células se incubaron a 25 °C por 3h en oscuridad. Después se desecho el
colorante y la microplaca se lavo con solucion salina para bivalvos; entonces se adicionaron
200 pl de solucién de acido acético (acido acético 1%, etanol 50%) para recuperar el rojo
neutro retenido por los lisosomas, se cubrid y se dejé reaccionar por 10 min a 25 °C en
condiciones de oscuridad. A continuacion colocé la placa en el lector de microplaca, se agit6 9

segundos y se leyd a 540 nm. Al finalizar las lecturas se desecho el reactivo residual, tomando
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10 ul de muestra homogenizada de cada pozo para determinar el contenido de proteinas
mediante el kit de ensayo de proteinas BIO-RAD, basado en la técnica de Bradford (1976),
utilizando el método de microensayo (Sedmark y Grossberg, 1977) en microplaca (Galgani y
Bocquené, 1991).

Los resultados se expresaron en términos de densidad Optica (punto final del ensayo) por
unidad de proteina de la hemolinfa (DO/mg/ml proteina).

6.5.2.2 Proteinas solubles totales.

La determinacion de las proteinas solubles totales de la hemolinfa de cada ejemplar se analizé
mediante el kit de ensayo de proteinas BIO-RAD, basado en la técnica de Bradford (1976),
utilizando el método de microensayo (Sedmark y Grossberg, 1977) en microplaca (Bio Rad
550). Este andlisis involucra la adicion de una solucién &cida del colorante de Azul Brillante
de Coomassie (G-250), el cual cambia de un color café-rojizo a azul indicando la unién de la
proteina al colorante, donde la intensidad del color azul es proporcional a la concentracién de
proteina de la muestra. Se colocaron 10 ul de hemolinfa de cada ejemplar en cada pozo de la
microplaca y se adicionaron 200 pl de la solucion BIORAD. Se agité la microplaca para
mezclar las muestras e inmediatamente después se leyeron en un lector de microplaca Bio-Rad
550 a 595 nm. Los resultados se transformaron a mg proteina/ml hemolinfa a partir de una

curva patron de concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA).

La concentracion de proteina muscular se determind en el mdsculo abductor posterior de los
mejillones disectados. El tejido se homogenizd con solucion de homogenado (Tris-HCI 0.1 M,
sacarosa 0.25, pH 7.2) en una proporcién 1:5 tejido : solucién, a 2200 -2500 rpm por 2 min,
utilizando un homogenizador Polytron PT 1200. EI homogenado nuevamente se diluy6 para
obtener una proporcion final de 1:10; se centrifugd a 10 000 g (9600 rpm) a 4 °C por 10
minutos y se decant6 el sobrenadante, el cual se mantuvo en frio hasta su andlisis. Estas
muestras se procesaron de la misma manera que la hemolinfa, relacionando al final la
concentracion de proteina determinada con el peso himedo del tejido utilizado (mg proteina/ g
PH).
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6.5.2.3. Campo de Crecimiento.

El Campo de Crecimiento (P) se estimé como la diferencia entre la energia asimilada del
alimento (A) o tasa de asimilacion, la energia invertida en el metabolismo respiratorio (R) y la
energia perdida por la excrecion de compuestos nitrogenados (Widdows, 1993), acorde a la

ecuacion del balance energético en el que cada parametro se expresé en J/h/g PS:
P=A-(R+N)

Para evaluar las respuestas fisioldgicas de los mejillones de cada sitio de estudio, se utilizaron
dos sistemas de flujo de agua semicontinuo, regulado, adecuado para determinaciones in situ y
en laboratorio, disefiados y construidos ex profeso en la Facultad de Ciencias de la UNAM
(Fig. 5). Cada sistema esta constituido por 10 camaras circulares de acrilico de flujo regulado
de agua, conectadas a un reservorio que las abastece de agua colectada en el sitio de estudio
correspondiente, previamente filtrada con malla de 100 um para descartar la presencia de
particulas no filtrables por los bivalvos. El efluente de las camaras es re-enviado al reservorio
mediante una bomba y la caida de agua en el reservorio provee un medio adecuado de

homogenizacién de las particulas suspendidas.

Cabe sefialar que un sistema se utilizé para la determinacion del consumo de oxigeno y la
excrecion nitrogenada de los mejillones mientras que el segundo se utiliz6 para la evaluacién
de las respuestas fisioldgicas requeridas para estimar la tasa de asimilacion del alimento

ingerido por los bivalvos.

Las determinaciones se efectuaron de manera paralela. En cada sistema se colocaron 9
organismos provenientes de cada sitio de estudio, los cuales se limpiaron previamente de
detritos y epibiontes; una camara sin organismo se considerdé como control. En cada sistema se
ajusto el flujo de las camaras a 70 ml/seg y se permitio la aclimatacion de los organismos por

un lapso de 2 h.

El intervalo de tiempo en el cual se efectuaron todas las evaluaciones (incluida la etapa de
aclimatacion) coincidié con las mareas altas maximas para asegurar la actividad circadiana de

filtracion en los mejillones.
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Fig. 5. Sistema de flujo semicontinuo. A: Reservorio superior; B: Llave para muestreo de agua de
entrada; C: Sistema de distribuciéon de agua hacia las cAmaras; D: Camaras individuales; E: Salida de
agua; F: Colector de agua; G: Reservorio inferior; H: Bomba sumergible; I: Rebosadero.

6.5.2.3.1. Tasa de asimilacion (A).
La tasa de asimilacion del alimento consumido por los bivalvos A (J/h/g PS) se calcul6 a partir
de la tasa de ingestion | (J/h/g PS) y de la eficiencia de asimilacion Ef. As. (Widdows, 1993;
Bayne, 1973):

A= (1) x Ef. As.

A su vez, la tasa de ingestion se calculé como (Widdows 1993):
I=TA)xCxCC
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Donde:

TA: tasa de aclaramiento (I/h/g PS)

C: concentracidn de particulas suspendidas (particulas/l)

CC: contenido caldrico de las particulas suspendidas (J/ mg PS MOP)

De tal manera, para calcular la tasa de asimilacion fue necesario determinar previamente la tasa de
aclaramiento, la eficiencia de asimilacion del alimento ingerido por los mejillones, la concentracion de

particulas suspendidas y su respectivo contenido caldrico.

A. Tasa de aclaramiento. En organismos filtradores, la tasa de alimentacion se expresa como
tasa de aclaramiento y se define como el volumen de agua aclarado de particulas por hora (p.
ej. particulas >3 um de diametro retenidas con 100% eficiencia) y puede evaluarse en un
sistema de flujo continuo o en un sistema estatico, determinando la remocion de particulas

suspendidas en periodos establecidos (Widdows, 1993).

Para la determinacion de la tasa de aclaramiento de M. strigata se utilizaron 9 mejillones
provenientes de cada una de las estaciones de muestreo y se utilizo el sistema de flujo de agua

descrito previamente.

Una vez transcurrido el periodo de aclimatacion se tomaron muestras de agua de la salida de
cada camara (250 ml) en frascos de polietileno y se registrd la velocidad de flujo del agua de
manera individual (I 7 h). Asimismo se tomaron 3 muestras del agua de entrada al sistema,
intercalandolas al principio, a la mitad y al final del muestreo del agua de salida de la serie de
camaras, con el propdésito de obtener un valor promedio adecuado de la concentracion inicial
de particulas presente durante el lapso de medicion de flujo y colecta de muestras, que fue de
aproximadamente 20 minutos. Al finalizar este muestreo se reajusto el flujo de agua a 70
ml/seg. El procedimiento anteriormente descrito se refiere como un registro de muestreo. Al
cabo de 2 horas se realizd un nuevo registro de muestreo, repitiendo la medicion del flujo y la
colecta de agua de la salida de las camaras, asi como la colecta de agua de entrada a las
mismas. En total se realizaron tres registros de muestreo, con intervalo de dos horas entre cada

uno, para asegurar la disponibilidad de un nimero de datos adecuado.

Durante el transcurso de las evaluaciones se midid la temperatura y salinidad del agua. En las
muestras de agua colectadas en los tres registros de muestreo se determind la concentracion de

clorofila, la concentracion de particulas suspendidas y la concentracion de la materia organica
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particulada (MOP) (ver inciso D, Eficiencia de asimilacion). Cabe destacar que en el caso de
Puente Juarez la MOP so6lo se determind en la muestras de agua del primer registro de

muestreo.

Las muestras de agua para determinar la concentracion de particulas suspendidas se fijaron
con 3 ml de formol, para realizar posteriormente los conteos al microscopio utilizando una
camara de Neubauer o hemocitdmetro. Se realizd el conteo de particulas de 6 a 10 alicuotas

por muestra.

La tasa de aclaramiento de cada individuo se calculé de acuerdo a la ecuacion (Widdows,
1993):

TA = [(Ce-Cs)/Cs]*F
Donde:

TA: tasa de aclaramiento (I/h)

Ce: concentracion de particulas de entrada (inicial) (nimero de particulas/l)
Cs: concentracion de particulas de salida (final) (nimero de particulas/l)

F: flujo de salida del agua (I/h)

Los valores obtenidos en las camaras experimentales fueron corregidos por el valor obtenido
en la camara control, para discriminar el deposito de particulas en las camaras. Para cada

organismo se calculé el valor promedio de la TA de los tres registros efectuados.

B. Concentracion de particulas suspendidas (C). Esta concentracion corresponde a la
concentracion de particulas de las muestras de agua provenientes de cada sitio de estudio,
determinada como la concentracion inicial calculada (nimero de particulas / litro) para evaluar

la tasa de aclaramiento de los mejillones.

C. Contenido calorico de las particulas suspendidas (CC). El valor energético de la materia
organica contenida en las particulas filtradas por los mejillones se obtuvo de un valor estandar
de contenido energético para materia organica particulada referido en la literatura, el cual
propone un valor promedio de los coeficientes oxicaloricos de los tres nutrientes principales
(carbohidratos, lipidos y proteinas) correspondiente a 20.78 J/mg de materia organica (Crisp,
1971). Asimismo, la concentracion de la MOP de las muestras de agua de los diferentes sitios
de estudio se determind a partir de la diferencia entre el peso seco y el peso seco libre de
cenizas de las particulas filtradas del agua de cada sitio (Widdows, 1993). Los parametros

55

Efecto de hidrocarburos poliarométicos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa.
Pifia-Chacén, L. E. 2008.



MATERIALES Y METODOS

anteriores se obtuvieron durante el procedimiento descrito para la evaluacion de la eficiencia

de asimilacion de los organismos (ver inciso D, eficiencia de asimilacion).

D. Eficiencia de asimilacion (Ef. As.). La eficiencia de asimilacion se estimd por el método
de proporcién de Conover (1996) y representa la eficiencia con que la materia organica es

asimilada a partir de la materia alimenticia ingerida. La Ef. As. se calcula como:
Ef. As.(%) = (F-E)/ f{1-E) FJ* 100

Donde

F : relacidn peso seco libre de cenizas / peso seco del alimento ingerido
E : relacion peso seco libre de cenizas / peso seco de las heces

Para el andlisis del alimento ingerido por los mejillones se estimaron el peso seco (PS) y el
peso seco libre de cenizas (PSLC) de las particulas del agua de cada sitio de estudio. Para ello,
al inicio de las mediciones de la tasa de aclaramiento de los mejillones de cada sitio de
estudio, se colectaron por duplicado 500 ml de agua del sistema de flujo, utilizando la llave de
muestreo de agua de entrada (Fig. 5). El agua colectada se filtrd con filtros de fibra de vidrio
de 47 mm de didmetro y retencion de 1.2um (Whatman 934-AH), pre-quemados y pre-pesados
(Widdows, 1993); los filtros empleados se almacenaron en un desecador, junto con 2 filtros
blanco. Al término de la evaluacion de la tasa de aclaramiento, se colectaron las heces de los
organismos acumuladas en las cdmaras; se enjuagaron con agua destilada para eliminar las
sales y se guardaron en tubos Eppendorf a —20 °C. Posteriormente los filtros y las heces se
secaron a 90 °C por 48 h y se registro su peso seco; a continuacion se incineraron (450410 °C
por 6 h, mufla Felisa Fe-960) y se pesaron para estimar su PSLC (balanza analitica Precisa
XT120A; + 0.0001 g), corrigiendo los valores por el filtro blanco (Widdows, 1993). En el caso
de las muestras conteniendo particulas filtradas la diferencia entre el PSLC y el PS de los
respectivos filtros, corregidos por el valor de los filtros blanco, permitié calcular el contenido

de la materia orgénica particulada, MOP:

Obtenidos todos los parametros requeridos, se calculd la tasa de asimilacion A de los

mejillones.

E. Concentracién de clorofila a. Se determiné la concentracién de clorofila a como un

pardmetro que refiere la calidad alimentaria de las particulas suspendidas. EI material utilizado
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se lavo previamente con acetona, de acuerdo al protocolo para determinacion de clorofila EPA
445.0 (Arar y Collins, 1997). Para cada sitio de estudio se colectaron 250 ml de agua en
botellas de polietileno y se filtraron con filtros de fibra de vidrio Whatman 934-AH. Los
filtros, protegidos con papel aluminio y bolsas de polietileno, se conservaron temporalmente
en hielo, protegidos de la luz, y en un lapso maximo de 2 horas se transfirieron a nitrogeno
liquido. Al llegar a la Cd. de México se colocaron en un ultracongelador Revco a -80°C hasta

el momento de su analisis.

Para analizar la concentracion de clorofila a en los filtros, éstos se homogenizaron
individualmente en un volumen de 10 ml de acetona 90% HPLC (Tecsiquim, de acuerdo a
especificaciones ACS) utilizando un homogenizador Polytron PT1200. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 3850 g por 10 min. El sobrenadante se decant0 y se conservo para
utilizarse posteriormente y los residuos del filtro se desecharon. Los extractos obtenidos se
mantuvieron en hielo hasta el momento de su lectura en un fluorébmetro Turner 10AU,
facilitado por el Laboratorio de Ficologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM. El
fluorémetro se encuentra equipado con el kit dptico 10-040R para eliminar interferencias de
feofitinas en la lectura, por lo que no fue necesaria la acidificacion de la muestra como lo

indica el protocolo de la EPA. Los resultados se expresaron en ug clorofila a/l.

6.5.2.3.2. Tasa respiratoria (R).

La tasa respiratoria de los organismos se determing a través del metabolismo de rutina, para lo
cual se utiliz6 el segundo sistema de flujo de agua, similar al utilizado para evaluar la tasa de
aclaramiento de los mejillones. Este sistema regulado para flujo semicontinuo permitié evaluar
de manera simultanea el consumo de oxigeno y la excrecién nitrogenada de los organismos en
estudio. Estas respuestas fisioldgicas se evaluaron en grupos de organismos diferentes a los
empleados para evaluar la tasa de aclaramiento. Como se sefialé previamente, de cada sitio de
estudio se colocaron de manera individual 9 organismos en las cdmaras respirométricas, y se
considerd una camara sin organismo como camara control. Se ajusto el flujo de las camaras a
70 ml/seg y se permitid la aclimatacion de los organismos a las camaras por un lapso de 2 h.
Transcurrido este periodo, se registrd la concentracion de oxigeno de una muestra de agua
colectada antes y después de 45 minutos de cierre de flujo en las cdmaras. Inmediatamente
después se restablecio el flujo de agua durante 2 h, posterior a lo cual se efectu6 un segundo
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registro, considerado como réplica. La concentracion del oxigeno disuelto en las muestras de
agua se registr6 por medio de un oximetro (YSI 5000 + 0.005 mg 0,/1). El consumo de
oxigeno de cada organismo (mg 0, / h) se calcul6 por la diferencia entre la concentracion
inicial y final del oxigeno disuelto en el medio (mg O,/ 1) y se corrigié por los valores
obtenidos en la camara control. La tasa respiratoria se expresé en mg O, / h / g PS y se
transformd en valores energéticos utilizando el coeficiente de 13.36 J/mg O, (Elliot y Davison,
1975).

6.5.2.3.3. Tasa de excrecion nitrogenada (N).

La tasa de excrecidn nitrogenada se evalu6 simultaneamente a la tasa de consumo de oxigeno.
La concentracién de nitrogeno amoniacal de cada muestra de agua (mg N-amonio total/ 1) se
determind mediante la técnica de azul de indofenol modificada por Gutman y Bergmeyer
(1974), adaptada para microplaca (Zufiga 2007) a partir de una curva patrén de
concentraciones conocidas de N-amonio total. Las lecturas se efectuaron a 640 nm en un
lector de microplacas (BioRad 550). La tasa de excrecidon nitrogenada de los organismos se
expres6 en mg N-AT/h/ g PS y se transform6 en su equivalente energético utilizando el
coeficiente de 24.865 J/mg N-NH"; (Elliot y Davison, 1975).

Después de evaluar las tasas fisioldgicas, los organismos se sacrificaron, se registré el peso
himedo total y el peso vivo (mg PH). Posteriormente se obtuvo el peso seco del tejido por

deshidratacién en una estufa (Blue M) hasta peso constante (60 °C, 48 h).

6.5.2.3.4. Calculo del campo de crecimiento (P). EI campo de crecimiento se calculd para
cada individuo evaluado. Debido a que el consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada se
evaluaron en organismos diferentes de aquellos en los que se determiné la tasa de asimilacion
A para cada sitio de estudio, a cada uno de los valores individuales de A se le sustrajo el
promedio de la tasa de consumo de oxigeno (R) y el promedio de la tasa de excrecién

nitrogenada (N) obtenida de los mejillones del sitio correspondiente (P=A-(R+N)).

6.5.2.4. Relacién atémica O:N.

Para establecer la relacion atomica O:N de cada uno de los organismos, se utilizaron la tasa de

consumo de oxigeno (mg Oy/h/g PS) y la tasa de excrecién nitrogenada (mg N-NAT/h/g PS)
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determinadas para la evaluacion del campo de crecimiento. Los valores de la relacion O:N se

calcularon de acuerdo a la ecuacién (Bayne, 1973; Widdows, 1993):

O:N = [(mgO./h/g PS) /16] : [(mg N-NAT/h/g PS) /14]
Donde 16 y 14 corresponden a los equivalentes atomicos del oxigeno y el nitrogeno,
respectivamente (Widdows, 1993).

6.5.2.5. Indice de condicion.
El indice de condicidn en los mejillones (IC) se calculd de acuerdo a la ecuacién (Lucas y
Beninger, 1984):

IC = (PS tejidos/PS valvas) x 100.

Para determinar el peso seco (g PS) de los tejidos y de las valvas, se removieron las valvas y el
tejido humedo completo en 18 organismos procedentes de las evaluaciones de la tasa
respiratoria y de la tasa de aclaramiento. Las valvas y los tejidos se colocaron de manera
independiente en una estufa Precisa a 60 °C por 48 h; al término de este lapso se midid
individualmente el peso seco de los tejidos y de las valvas en una balanza analitica Sartorius

BP 210 S (+ 0.05 mg). EI IC calculado se expreso en unidades porcentuales (%).

6.6. Andlisis Estadistico.

En cada respuesta evaluada se determino tanto la normalidad en la distribucién de los datos
(prueba de Shapiro-Wilcoxon) como la homogenidad de varianza entre las muestras de los
diferentes sitios (prueba de Levene) para aplicar de manera adecuada pruebas estadisticas

paramétricas o0 no parametricas (Zar, 1999).

Las diferencias significativas entre los sitios de muestreo para cada respuesta bioldgica
evaluada, se determinaron por ANOVA de una via (entre grupos con distribucion normal) o
bien por el analisis de varianza de Kruskall-Wallis (entre grupos sin distribucion normal). En
caso de presentar diferencias significativas, se aplicd la prueba HSD para datos desiguales
(Unequal N HSD) o bien la prueba de Newman-Keuls no paramétrica, respectivamente, para

identificar los sitios entre los que se presentaron estas diferencias (Zar, 1999).
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Asimismo se analizaron las correlaciones entre las concentraciones de hidrocarburos y las
respuestas bioldgicas evaluadas, y las correlaciones de las respuestas bioldgicas entre si,
utilizando pruebas tanto paramétricas (Pearson) como no paramétricas (Spearman) (Zar,

1999). Todas las pruebas se realizaron con el paquete de computo Statistica 6.0.
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7. RESULTADOS.

7.1. Cuantificacién de hidrocarburos policiclicos aromaticos.
7.1.1. Agua.

Se analiz6 la concentracion de 16 HPA’s en agua. Las concentraciones evaluadas para
todos los HPAs fueron inferiores a los limites de deteccion del método (< 0.01ug/l) en los
diferentes sitios de Estero de Urias, excepto para el benzo(a)antraceno que presenté una

concentracion de 0.01 pg/l en El Castillo.

7.1.2.1. Concentracion de HPAs en sedimentos.

Los sedimentos de Estero de Urias registraron 15 de los 16 HPAs evaluados; el
benzo(ghi)perileno no fue detectado en ninguno de los sitios de estudio. La concentracion
global del sistema fue de 3.92 pg/g. Asimismo, Puente Juarez presentd la menor
concentracion de HPAs totales, correspondiente a 1.08 pg/g mientras Astillero presentd el
valor més elevado, de 6.88 pg/g. En El Castillo se registraron 3.83 pg/g de HPAS totales
(Tabla 3).

El compuesto que alcanz6 la mayor concentracion registrada para los diferentes sitios fue
el BaA, con 3.71 pg/g PS en Astillero; en orden descendente le siguieron el indeno con 1.5
Mg/g PS en El Castillo y el acenafteno con 1.28 ug/g PS en Astillero (Tabla 4, Fig. 6).
Cabe sefialar que El Castillo fue el Unico sitio donde se detect6 indeno, y en una

concentracion elevada respecto al resto de los HPAs.

En los sedimentos de Puente Juarez se registraron sélo 7 de los 16 compuestos evaluados;
la mayor parte de ellos fueron HPAs de bajo peso molecular (BPM). Destaca el acenafteno,
que representa el 63% de la concentracion de HPAs totales y el 80% de los HPAs de BPM;
otros compuestos de BPM detectados fueron acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno
y antraceno. Del grupo de HPAs de alto peso molecular (APM) se registraron solo el
fluoranteno y el pireno (Tabla 4). Este ultimo constituye el 12% de la concentracion de
HPAs totales y el 56% de los compuestos de APM.
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En Astillero los sedimentos presentaron 13 de los 16 HPAs evaluados. Los compuestos de
mayor concentracion fueron el acenafteno, el benzo(a)antraceno y el benzo(a)pireno
(18.7%, 54.1% y 9.5% de los HPAs totales, respectivamente). (Tabla 4, Fig. 6). Mientras el
acenafteno representa el 75% de los compuestos de BPM, el BaA aporta el 72% de los

compuestos de APM.

En El Castillo se registrd la mayor variedad de HPAs, pues se detectaron 15 diferentes
compuestos. En mayor concentracion se encontraron el indeno, el acenafteno, el
benzo(a)antraceno y el benzo(a)pireno, los que constituyen respectivamente el 40%, 24%,
17% y 11% de los HPAs totales. Los compuestos mas relevantes por grupo son el
acenafteno en los HPAs de BPM, con el 89%, y el indeno en los de APM, con el 54%
(Tabla 4, Fig. 6).

En la figura 9 (A) se muestra la relacién entre los HPA's de alto peso molecular (APM) y
los de bajo peso molecular (BPM), en los sedimentos de los tres sitios de estudio. Se
observa que en Astillero y en El Castillo predomina la proporcion de HPAs de APM,
aportando 75 % y 73% a los HPAs totales, respectivamente. En los sedimentos de Puente
Juérez este comportamiento es opuesto, dado que los HPAs de BPM constituyen el 78% de
los HPAs totales.

7.1.2.2. Identificacion de fuentes de contaminacion de HPAs en sedimentos.

Con el fin de inferir las posibles fuentes de origen de los hidrocarburos policiclicos
encontrados en las muestras de sedimentos de Estero de Urias (pirogénico o por
combustion; petrogénico o por petréleo), se calcularon los indices An/An+Phe, Fla/Fla+Py
y BaA/BaA+Chry (Soclo et al., 2000; Yunker et al., 2002). En el caso de Puente Juarez los
indices calculados refieren un origen de HPAs predominantemente pirogénico; en
particular el indice Fla/Fla+Py (Tabla 5, Fig. 7) ubica el valor resultante en la zona de
combustion de combustibles liquidos. En el caso de Astillero las relaciones calculadas
sefialan un origen pirogénico para los HPAS, pero en este caso el indice Fla/Fla+Py sugiere
combustion de pasto, madera y carbon (Tabla 5, Fig. 7). Los indices calculados para El
Castillo muestran una participacion similar de fuentes petrogénicas y piroliticas, pues en
este sitio los indices calculados, correspondientes a Ant/Ant+Phe y Fla/Fla+Pyr, refieren
un origen petrogenico (Tabla 5), si bien en el caso de la relacion Ant/Ant+Phe el valor
se ubica muy cerca de la linea de transicion petroleo / combustion (Fig. 7A).
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Tabla 4. Hidrocarburos policiclicos aromaticos en los sedimentos superficiales del Estero

de Urias. Valores en ug/g PS.

JUAREZ ASTILLERO CASTILLO

No. Nombre® pg/g %b % ¢ | po/g % % ug/g % %
An. Tot grupo Tot grupo Tot grupo
2 Naftaleno® ND - - 0.10 1.5 5.9 0.05 1.3 4.8
2 Acenaftileno” 0.01 0.9 1.2 0.05 0.7 2.9 0.02 0.5 1.9
2 Acenafteno’ 0.68 | 63.0 80.0 1.28 | 18.7 75.3 0.92 | 240 89.3
3 Fluoreno® 0.07 6.5 8.2 0.03 0.4 1.8 0.01 0.3 1.0
3 Fenantreno® 0.05 4.6 5.9 0.11 1.6 6.5 0.02 0.5 1.9
3 Antraceno” 0.04 3.7 4.7 0.13 1.9 7.6 0.01 0.3 1.0

| Total BPM [085] 787 ] 100 | 1.7 [ 248 ] 100 | 1.03 | 26.9 | 100
4 Fluoranteno® 0.10 9.3 43.5 0.14 2.0 2.7 0.08 2.1 2.9
4 Pireno’ 0.13 | 12.0 56.5 0.40 5.8 7.7 0.07 1.8 2.5
4 Benzo(a)antraceno’ ND - - 3.71 | 541 71.9 0.64 | 16.7 22.9
4 | Criseno® ND - - 0.17 | 25 33 | 001] 03 0.4
4 [ Benzo(b)fluoranteno® ND - - ND - - 0.02 | 05 0.7
4 Benzo(k)fluoranteno® ND - - 0.03 0.4 0.6 0.01 0.3 0.4
5 Benzo(a)pireno” ND - - 0.65 9.5 12.6 0.44 | 115 15.7
5 Indeno (123-cd) pireno ND - - ND - - 152 | 39.7 54.3
5 Dibenzo(ah)antraceno ND - - 0.06 | 0.9 1.2 0.01 | 03 04
5 Benzo/ghi)perileno ND - - ND - - ND - -

| Total APM [023 ] 213 ] 100 [516 [ 752 [ 100 | 2.8 [ 731 ] 100

| HPAs totales | 1.08 | | | 6.86 | | | 3.83 | |

APM: alto peso molecular; BPM: bajo peso molecular.

A la derecha del nombre de cada compuesto se muestra su nivel de toxicidad en relacién a los otros
compuestos del grupo de APM o BPM, considerando diferentes guias de calidad sedimentaria (Swartz,
1999.). Se asigno “1” al compuesto que con menor concentracion presenta efectos deletéreos.

PLa columna “% total” indica el % del compuesto respecto a HPAs totales.

‘La columna “% grupo” indica el % del compuesto respecto a la concentracion total de compuestos de BPM o

APM.
No. An.: Numero de Anillos aromaticos.

Valores en negritas: muestran los dos valores mas elevados de cada grupo (APM o BPM).

N.D.: Inferior al limite de deteccién del método (0.01 pg/l).
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Fig. 6. HPAs en los sedimentos superficiales del Estero de Urias (ug/g PS)
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Tabla 5: Valores caracteristicos de indices moleculares para determinar el origen
de HPAs, e indices calculados para los sitios de estudio.

indice Valores Juérez Astillero Castillo
Caracteristicos
*An/An+Phe >0.1 Combustién 0.43 0.26 0.1
<0.1 Petréleo (combustién) | (combustién) Petréleo?
*Fla/Fla+Py <0.4 Petréleo
0.4-0.5 Combustion 0.44 0.54 0.33
de CFL (combustion | (combustion (Petréleo)
>0.5 Combustion de CFL) de PMC)
de PMC
*BaA/BaA+Chry | <0.2 Petrdleo 0.96 0.98
0.2-0.35 Origen mixto (ND) (combustién) | (combustion)
>0.35 Combustién

Yunker et al., 2002. CFL: combustible fésil liquido
ND: No determinado  PMC: pasto, madera o carbdn

ORIGEN PETROGENICO < I » ORIGEN PIROGENICO
A Petréleo iCom’bustién dié:ombLfstién de pasto, madera
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Fig. 7. Relaciones del indice molecular Fla/Fla+Pyr con los indices BaA/BaA+Chry
(A) y Ant/Ant+Phe (B), determinados en los sedimentos de los diferentes sitios de
muestreo en el Estero de Urias.
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7.1.3. Organismos.

En ninguno de los sitios se encontrd naftaleno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a)antraceno o
benzo(ghi)perileno acumulado por los organismos. De los sitios muestreados, los
organismos de El Castillo presentaron la menor concentracion de HPAs totales, con 0.96
ug/g PS, mientras que los de Juarez y Astillero registraron valores similares, de 2.81y 2.71
pg/g PS, respectivamente (Tabla 6, Fig. 8). El compuesto que present6 una mayor
concentracion en los organismos fue el benzo(a)pireno (1.54 pg/g PS), en Astillero,
seguido del indeno(1,2,3, cd)pireno con 1. 31 pg/g PS en Puente de Juérez. Cabe sefialar
que el indeno fue detectado s6lo en los organismos de Puente Juarez, los que sin embargo
no presentaron benzo(a)pireno, compuesto presente en los registros de Astillero y El
Castillo. Los organismos de El Castillo no presentaron acenaftileno o benzo(b)fluoranteno,

compuestos que se detectaron en los otros dos sitios de estudio.

En los organismos colectados en Puente Juarez el compuesto con mayor concentracion fue
el indeno, que representd el 47% de la concentracion de los HPAs totales, seguido del
acenafteno y el pireno, que presentaron una concentracion similar entre ellos,
constituyendo el 15.7% y 13.9% de la concentracion total de HPAs. Asimismo, el
acenafteno represent6 el 77% de los compuestos de BPM acumulados en los organismos,
mientras el indeno y el pireno fueron el 58% y 17% de los compuestos de APM,

respectivamente (Tabla 6, Fig. 8).

Los mejillones de Astillero presentaron benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno y acenafteno
como los HPAs mas concentrados, los que constituyeron el 57%, 14% y 12% de la
concentracion de HPAs totales. EI BaP y el BaA representaron el 71% y 17% de los
compuestos de APM, respectivamente, mientras el acenafteno aporté el 63% de los
compuestos de BPM (Tabla 6, Fig. 8). En los organismos de El Castillo los dos
compuestos mas concentrados fueron el BaP y el acenafteno, los que constituyeron el 52%
y 29% de los HPAs totales. EI BaP aport6 el 74% de los compuestos de APM vy el
acenafteno el 85% de los HPAs de BPM (Tabla 6, Fig. 8).

Cabe resaltar que en los tres sitios, los compuestos de APM presentaron el mayor

porcentaje de acumulacion en los organismos respecto a los de BPM (Fig. 6y 7).
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Tabla 6. Hidrocarburos policiclicos aroméaticos en los mejillones Mytella strigata del Estero
de Urias. Valores en ug/g PS.

JUAREZ ASTILLERO CASTILLO

No. Nombre? ug/g %b % ¢ | uolg % % ug/g % %
An. Tot grupo Tot | grupo Tot | grupo
2 | Acenaftileno? 001 | 04 1.7 001 | 04 1.8 ND ND ND
2 | Acenafteno® 0.44 | 15.7 77.2 0.34 | 125 63 0.28 | 29.2 | 84.8
3 | Fluoreno® 001 | 04 1.7 0.06 | 2.2 111 | 001 ] 1.0 3.0
3 | Fenantreno® 0.05| 1.8 8.8 0.10 | 3.7 185 | 001 | 1.0 3.0
3 | Antraceno” 0.06 | 2.1 10.5 003 | 11 5.6 0.03 | 3.1 9.1

| Total BPM | 0.57 | | - [054] | - 03] [ -
4 | Fluoranteno® 0.19 | 6.8 8.5 0.23 | 8.5 106 | 001 ] 1.0 1.6
4 | Pireno’ 0.39 | 13.9 17.4 037 | 13.7 | 171 |0.01 ] 1.0 1.6
4 | Benzo(a)antraceno’ 022 | 7.8 9.8 0.01| 04 0.5 0.09 | 94 14.3
4 | Criseno® 0.12 | 43 5.4 001 | 04 0.5 0.02 | 21 3.2
4 | Benzo(b)fluoranteno® 0.01| 04 0.4 0.01| 04 0.5 ND ND ND
5 | Benzo(a)pireno® ND ND ND 1.54 | 56.8 71.0 0.5 | 52.1 79.4
5 | Indeno (123-cd) pireno | 1.31 | 46.6 58.5 ND ND ND ND ND
5 Benzo/ghi)perileno ND - - ND - - ND - -

| Total APM | 2.24 | | [ 217 | | | 0.63 | |

| HPAs totales | 2.81 | | | 2.71 | | | 0.96 | |

APM: alto peso molecular; BPM: bajo peso molecular.

A la derecha del nombre de cada compuesto se muestra su nivel de toxicidad en relacion a los otros
compuestos del grupo de APM o BPM, considerando diferentes guias de calidad sedimentaria (Swartz,
1999.). Se asigno “1” al compuesto que con menor concentracion presenta efectos deletéreos

PLa columna “% total” indica % del compuesto respecto a HPAs totales.

‘La columna “% grupo” indica % del compuesto respecto a la concentracion total de compuestos de BPM o
APM.

No. An.: Nimero de Anillos aromaticos

Valores en negritas: muestran los dos valores mas elevados de cada grupo (APM o BPM)

N.D.: Inferior al limite de deteccién del método (0.01 pg/l)

1.8 4 m Pte. Juarez
@ Astillero
@ El Castillo

HPAs ug/g PS

Fig. 8. Concentracion de HPAs en tejidos de Mytella strigata del Estero de Urias.
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JUAREZ ASTILLERO CASTILLO
B79% m25% m27%
O73% mBPM
O75%
021%
’ OAPM
SEDIMENTOS
JUAREZ ASTILLERO CASTILLO
0, 0,
m20% m20% m34%
%
080% 080% 066% M BPM
OAPM
ORGANISMOS

Fig. 9. Proporcion entre HPAs de alto peso molecular (APM) y de bajo peso molecular (BPM) en los sedimentos (A) y en los
organismos (B) de las diferentes estaciones de muestreo en el Estero de Urias.
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8 .
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S B BPM

6 -

HPAs ug/g PS
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L
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Juarez Juarez Astillero Astillero Castillo Castillo
Sedimentos organismos sedimentos organismos sedimentos organismos

Fig. 10. HPAs de alto peso molecular (APM) y bajo peso
molecular (BPM) cuantificados en los sedimentos y en los
mejillones del Estero de Urias (ug/g PS).

Tabla 7. Coeficientes de regresiéon (R°) entre las
concentraciones de HPAs en los sedimentos y en los
organismos (en todos los casos, n=3).

AN OS COMPUESTO R

2 NAFTALENO 0

2 ACENAFTILENO 0
2 ACENAFTENO 0.275
2 FLUORENO 0.036
3 FENANTRENO 0.984
3 ANTRACENO 0.077
3 FLUORANTENO 0.734
4 PIRENO 0.365
4 BENZO(a)ANTRACENO 0.026
4 CRISENO 0.324

4 BENZO(b)FLUORANTENO ND

4 BENZO(K)FLUORANTENO ND
5 BENZO(a)PIRENO 0.848
5 INDENO(123-cd)PIRENO 0.250

5 DIBENZO(ah)ANTRACENO ND

5 BENZO(ghi)PERILENO ND
HPAs TOTALES 0.004
2y3 BPM 0.134
4y5 APM 0.011

ND: no determinado
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7.1.4. Correlaciones entre sedimentos y organismos.

Se realiz6 un analisis estadistico no paramétrico (prueba de Spearman) con el fin de
determinar las correlaciones entre las concentraciones de HPAs en los sedimentos y las
concentraciones presentadas por los organismos. No se obtuvieron correlaciones
estadisticamente significativas para ninguno de los compuestos evaluados (p>0.05). Sin
embargo, con fines Unicamente descriptivos y de visualizacion, se realizaron regresiones
lineales entre las concentraciones de sedimentos y las concentraciones de organismos para
HPA's totales, HPA’s de APM y de BPM, asi como para cada uno de los 16 diferentes
HPA’s evaluados (Tabla 7). Los mayores coeficientes de regresion se presentaron para
fenantreno, fluoranteno y benzo (a) pireno, con valores de 0.98, 0.73 y 0.85,
respectivamente. Los coeficientes de regresion restantes fueron inferiores a 0.7. No
obstante, no se observé una relacion de proporcionalidad entre la concentracion de HPAs
totales registrada en los sedimentos y aquella encontrada en los organismos. Mientras que
en Astillero se presentd la mayor concentracion de HPAs totales en sedimentos, 6.86 ug/g,
los organismos de este sitio refirieron una concentracion en sus tejidos de 2.71 pg/g,
similar a la registrada para los de Juérez (2.81 pg/g), donde la concentracion de HPAs

totales en sedimentos fue de 1.08 nug/g (Tabla 6, Fig. 9y 10).

Los valores para compuestos de APM registrados en sedimentos y en organismos, no
muestran una relacién proporcional, pues mientras Astillero presenta un valor superior al
de los otros sitios (5.02 pg/g), la concentracion de HPAs de APM en los bivalvos de este

sitio (2.17 ug/g) fue similar a la de Puente Juarez y 2.24 nug/g) (Tabla 6, Fig. 9y 10).
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7.2. Respuestas biologicas.

Los datos obtenidos en la actividad EROD, la concentracion de proteina en hemolinfa, la
estabilidad lisosomal, la tasa de absorcion la relacion atomica O:N y el campo de
crecimiento no presentaron una distribucion normal (analisis de Shapiro-Wilcoxon: p <
0.05) y/o no presentaron homosedasticidad (analisis de Levene: p> 0.05). Con el fin de
homogenizar la visualizacion de lo resultados, las gréficas que se presentan para cada
respuesta evaluada muestran valores de mediana; la caja incluye el 50% de los datos y las
cotas superior e inferior integran el 50% restante. En las graficas como en las tablas, letras

diferentes denotan diferencias significativas.

7.2.1. Biomarcadores de exposicion. Actividad EROD.

Los resultados obtenidos denotan que la actividlad EROD calculada en la glandula
digestiva fue similar en los organismos provenientes de las localidades de Astillero y
Castillo, con una variacion del 1.6% (p>0.05). En Juérez se observé una disminucion
significativa de la actividad EROD de los mejillones, 15 veces menor que la evaluada en
Astillero y Castillo (p<0.05). (Tabla 8, Fig. 11).

Tabla 8. Biomarcadores de exposicion. Evaluacion de la actividad EROD en la glandula
digestiva de M. strigata del Estero de Urias (pmoles resorufin /min/mg proteina) Se
incluye numero de datos analizado (n; valor entre paréntesis) para cada respuesta.

Sitio Puente Juarez Astillero Castillo
- 0.04 + 0.00° 0.61 + 0.08" 0.62 +0.01"
Actividad EROD
(%) ©) (3)

107

09+t b
© 08
é 07} b
Ty L=l
£
é 05}
€ o04f
g osf
%03 02+
£
S 01f a

==
00
-0.1
Juérez Astiller Castillo
Sitio

Fig. 11. Actividad EROD en la glandula digestiva
de M. strigata del Estero de Urias (pmoles
resorufin/min/mg proteina). Letras diferentes denotan
diferencias significativas.
Efecto de hidrocarburos poliaromaticos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa. 70
Pifia-Chacén, L. E. 2008.



RESULTADQOS

7.2.2. Biomarcadores de efecto. Nivel suborganismo.
7.2.2.1. Estabilidad Lisosomal.

La estabilidad de la membrana lisosomal en los hemocitos presentd valores similares entre
los mejillones provenientes de Puente Juarez y Castillo (p>0.05) y una reduccion
significativa en Astillero (p<0.05). El valor determinado para este ultimo sitio
correspondio6 al 20% de los valores obtenidos en Puente Juérez y Castillo. Las diferencias

fueron estadisticamente significativas (Tabla 9, Fig. 12).

Tabla 9. Respuestas biolégicas a nivel suborganismo en individuos de Mytella strigata
colectados en el Estero de Urias durante la temporada de secas 2005. (Media + ES). Se
incluye el numero de datos analizado (n; valor entre paréntesis) para cada respuesta.

Puente Juarez Astillero Castillo
Estabilidad Lisosomal 65.89 + 14.0% 12.98 + 3.84" 66.46 + 22.49%
(D.O. / mg proteina) (7 (10) 4)
) . 0.79 + 0.07% 0.53 + 0.03 0.67 + 0.06%
Proteinas en hemolinfa (mg/ ml)
9) . (10) . (10) .
Proteinas en muasculo (mg/g PH) 18'42(111;)'69 14'9(21%)0'78 13'59250)0'82
140
a
a

120 T
g 100
g 80
g
T 60
g 40 :T: b

0
-20
Juérez Astillero Castillo
Sitio

Fig. 12. Estabilidad lisosomal en la hemolinfa de M.
strigata (densidad O6ptica / mg proteina). Letras
diferentes denotan diferencias significativas.

7.2.2.2. Proteinas.

Los valores de la concentracion de las proteinas solubles totales determinados tanto en la
hemolinfa como en el musculo abductor de los mejillones de Puente Juarez fueron mayores
que en los otros dos sitios muestreados. En la hemolinfa, los niveles proteinicos de los

organismos provenientes de Juarez fueron 49% mayores que los de Astillero (p<0.05);
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pero similares a los de Castillo (p>0.05). No se observaron diferencias significativas entre

los organismos provenientes de Astillero y Castillo (p>0.05). (Tabla 9, Fig. 13A).

En las muestras de tejido muscular (musculo abductor posterior), la concentracion
promedio registrada en Puente Juérez fue 24% superior a la de Astillero y 35% mayor que
la de EI Castillo (p<0.05). (Tabla 9, Fig. 13B). En estas dos tltimas localidades los niveles

de proteinas solubles en el masculo abductor de los mejillones fue similar (p>0.05).

121 A
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o 14 =]
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Juérez Astillero Castillo
Sitio

Fig. 13. Concentracion de proteinas solubles en
hemolinfa (mg proteina/ml hemolinfa, A) vy
musculo abductor posterior (mg/g PH, B) de M.
strigata en los diferentes sitios de estudio. Letras
diferentes denotan diferencias significativas.
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7.2.3. Biomarcadores de efecto. Nivel organismo.
7.2.3.1. Contenido Hidrico.

Los valores de contenido hidrico de los mejillones colectados presentaron una variacion
aparentemente baja, de 77.9% a 81.4%. Sin embargo, los organismos de Astillero
presentaron una mayor hidratacion (p<0.05) que los provenientes de Puente Juéarez y

Castillo. Estos ultimos presentaron un contenido de agua similar (p>0.05) (Tabla 10, Fig. 11).

Tabla 10. Respuestas bioldgicas a nivel organismo en individuos de Mytella strigata
colectados en tres localidades del Estero de Urias durante la temporada de secas
2005. (Media £ ES). Se incluye nimero de datos analizado (n; valor entre paréntesis)
para cada respuesta.

P. Juérez Astillero Castillo
Balance hidrico (%) 77.9 +0.01% 81.4 + 0.00° 78.4 + 0.00%
(8) 9) (10)
indice de condicion 25.47 +0.78% 18.01 + 0.98° 22.16 + 0.96%
(8) 9) (10)
a a
Relacion O:N 16.34 +2.22 15.34 + 2,792 37.47+9.88
(8) ()
(8)
Tasa de aclaramiento 1.98 + 0.30% 1.26 +0.212 1.64 +0.16%
(I/h/g PS) 9) (7) (8)
Eficiencia de asimilacion (%) 56.42 + 1.62% 45.50 + 3.66% 26.60 + 5.97"
(8) ) (5)
Tasa de absorcién 264.7 + 40.25% | 149.51+31.21%° | 91.14+10.56°
(J/h/g PS) (A) 9) (6) 4
Consumo de oxigeno 1.41 +0.09% 1.49 + 0.042 1.01 + 0.09°
(mg Oy/h/g PS) 18.83 +1.20 19.90 + 0.58 13.44 +1.15
(/h/g PS) (R) 9) (8) ©)
Excrecion nitrogenada 0.076 + 0.01% 0.084 +0.01% 0.029 + 0.01°
(mg N-AT/h/g PS) 1.89 +0.31 2.09+0.36 0.73+0.19
(I/n/gPSs) (N) (9) (8) (8)
Campo de crecimiento 244.0 + 40.25% | 127.53+31.21%° | 76.98 + 10.56°
(3/hig PS) (P) 9) (6) (4)

Superindices con letras diferentes en los valores para una respuesta, denotan diferencias

significativas.
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Fig. 14. Contenido hidrico en tejidos de M.
strigata de los sitios de estudio en el Estero de
Urias. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas.

7.2.3.2. Iindice de condicion.

Los organismos colectados en P. Juarez presentaron el mayor indice de condicion
promedio (IC= 25.47) mientras que en Astillero se determind el valor mas bajo, de 18.01.
El IC de los mejillones colectados en Astillero fue 29% y 19% significativamente menor
(p<0.05) que el registrado en los organismos de Juarez y Castillo, respectivamente. El
indice de condicion de los mejillones de El Castillo y de Puente Juarez fue similar
(p>0.05). (Tabla 10, Fig. 15).
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Fig. 15. indice de condicion determinado en los
mejillones de P. Juarez, Astillero y Castillo. Letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente
significativas.
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7.2.3.3. Tasa de aclaramiento.

La tasa de aclaramiento no present6 diferencias significativas entre los organismos de
Puente Juarez, Astillero o Castillo (p>0.05), con valores promedio maximos de 1.98 I/h/g
PS (P. Juarez) y minimos de 1.26 I/h/g PS (Tabla 10, Fig. 16).

35

3.0

25

2.0

15

1.0

Tasa de aclaramiento (I/ h /g PS)

0.5

0.0

Juérez Astillero Castillo

Fig. 16. Tasa de aclaramiento en M. strigata del
Estero de Urias. Letras diferentes denotan
diferencias estadisticamente significativas.

7.2.3.4. Eficiencia de asimilacion.

Los valores obtenidos para este pardmetro fisioldgico no presentaron diferencias
significativas entre Juarez y Astillero (p>0.05), sitios para los que se determinaron valores
de 56.42% y 45.50 % de eficiencia de asimilacion del alimento filtrado, respectivamente.
En contraste, los organismos de Castillo presentaron un valor promedio de 26.6%, que
correspondio a una reduccion significativa (p<0.05) en la eficiencia de asimilacion del
53% Y 42% respecto a los mejillones colectados en P. Juarez y Astillero, respectivamente.
(Tabla 10, Fig. 17).
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Fig. 17. Eficiencia de asimilacion alimenticia en
M. strigata proveniente de P. Juarez, Astillero y
Castillo en el Estero de Urias. Letras diferentes
denotan diferencias estadisticamente significativas.

7.2.3.5. Tasa de asimilacion.

La tasa de asimilacion A presentd diferencias significativas entre los organismos
provenientes de las diferentes localidades de estudio. La mayor tasa de asimilacion se
observo en los organismos colectados en P. Juarez, la cual fue 29% mayor que la
determinada en el Castillo (p<0.05), mientras que en Astillero no se observaron diferencias

significativas respecto a ninguno de los otros dos sitios (p>0.05). (Tabla 10, Fig. 18).
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Fig. 18. Tasa de asimilacion (J/h/g PS) de M.
strigata colectados en los sitios de estudio Letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente
significativas.
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7.2.3.6. Consumo de oxigeno.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del consumo de oxigeno mostraron valores
similares en los mejillones provenientes de Juarez y Astillero (p>0.05). En Castillo, la tasa
respiratoria mostré una reduccion significativa, 28% y 32% menor que la determinada en
Juérez y Astillero, respectivamente (p<0.05). (Tabla 10, Fig. 19).
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Fig. 19. Consumo de oxigeno (mg O2/h/g PS) de
M. strigata provenientes de los sitios de estudio
en Estero de Urias. Letras diferentes denotan
diferencias estadisticamente significativas

7.2.3.7. Excrecion nitrogenada.

De manera similar al consumo de oxigeno, la tasa de excrecion nitrogenada de los
organismos provenientes de P. Juarez y Astillero fue similar (p>0.05); mientras la
excrecion de compuestos nitrogenados en los mejillones colectados en Castillo fue 62% y
65% mas baja (p<0.05) que los de Puente Juarez y Astillero, respectivamente (Tabla 10,
Fig. 20).
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Fig. 20. Excrecion nitrogenada de M. strigata
provenientes de los sitios de estudio en Estero
de Urias (mg N-AT/h/g PS). Letras diferentes
denotan diferencias estadisticamente significativas

7.2.3.8. Relacion O:N.

A partir de la integracion de los resultados correspondientes de las tasas respiratorias y de
excrecion nitrogenada, se calcularon los valores de la relacién atomica O:N. De manera
contrastante con las respuestas fisioldgicas individuales, la relacion ON obtenida en los
mejillones de P. Juérez, Astillero y Castillo fue similar (p>0.05). Sin embargo, el valor
determinado para Castillo resultd 129% y 144% mayor respecto al obtenido en los

organismos colectados en P. Juarez y Astillero, respectivamente (Tabla 10, Fig. 21).

Acorde a la literatura, en Juarez y Astillero los bivalvos utilizaron con fines energéticos
exclusivamente a las proteinas. No obstante, en los mejillones provenientes del Castillo se
observo un cambio en el sustrato energético utilizado por los organismos, denotando el uso
adicional de carbohidratos y lipidos como fuente de energia. Cabe sefialar la elevada
variacion en el comportamiento observado en esta ultima localidad, donde cerca del 50%
de los organismos utilizaron estrictamente a las proteinas con fines energéticos mientras
que en los demas organismos los lipidos y los carbohidratos constituyeron el principal
sustrato energético.

Efecto de hidrocarburos poliaromaticos en el mejillon Mytella strigata del Estero de Urias, Sinaloa. 78
Pifia-Chacén, L. E. 2008.



RESULTADQOS

SUSTRATO ENERGETICO

NOr

B

80

o carbohidratos>> lipidos y proteinas

60 |

O/N

proteinas >>lipidos y carbohidratos

Juarez Astillero Castillo

Fig. 21. Relacion O:N determinada en los mejillones colectados en Juérez, Astillero
y Castillo. Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas.

7.2.3.9. Campo de crecimiento.

A partir de la integracion de las tasas fisiologicas individuales expresadas en su valor
calérico correspondiente (J/h/g PS) se calculdo el campo de crecimiento (P) de los
mejillones (P=A-(R+N)).

El campo de crecimiento P en los organismos provenientes de P. Juarez fue 3.2 veces
mayor (p<0.05) que el calculado para los mejillones colectados en Castillo. No obstante,
los organismos provenientes de Astillero presentaron un comportamiento similar al de los
dos sitios anteriores (p>0.05) (Tabla 10, Fig. 22).
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Fig. 22. Campo de Crecimiento de M. strigata de
los sitios de estudio en Estero de Urias (J/h/g PS).
Letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas

7.3. Correlaciones.

Las respuestas bioldgicas que presentaron correlaciones estadisticamente significativas
(p<0.05) con las concentraciones bioacumuladas de HPA totales asi como con los
compuestos de APM y compuestos de BPM, fueron la actividad EROD, el consumo de
oxigeno, la excrecion nitrogenada, la eficiencia de asimilacion, la tasa de absorcion y el
campo de crecimiento; la concentracion de proteina soluble se correlaciono
significativamente s6lo con los niveles bioacumulados de BPM. Cabe destacar que
Unicamente parala actividad EROD, la eficiencia de asimilacion y la tasa de absorcion
registraron coeficientes de correlacion superiores a 0.7 (p<0.05). En contraste con las
demas correlaciones estadisticamente significativas, solo la actividad EROD presentd
correlaciones negativas (Tabla 11). Al establecer correlaciones entre las respuestas
biologicas y los HPAs especificos bioacumulados, el mayor nimero de correlaciones
significativas (p<0.05) se asociaron con el antraceno (7 correlaciones) y el
benzo(a)antraceno (7 correlaciones), el pireno (6 correlaciones), el benzo(a)pireno (6
correlaciones) y el criseno (8 correlaciones), todos ellos de APM (Anexos, Tabla 2). Por
otro lado, las respuestas bioldgicas evaluadas que presentaron correlaciones significativas
con un mayor nimero de compuestos fueron la actividad EROD (7 correlaciones), la
estabilidad lisosomal (7 correlaciones), el indice de condicion (6 correlaciones) y el campo

de crecimiento (7 correlaciones) (Anexos, Tabla 2).
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Si bien se observaron numerosas correlaciones significativas entre HPA especificos
bioacumulados y diversas respuestas bioldgicas evaluadas en M. strigata, la multiplicidad
y complejidad de tales correlaciones dificulta establecer patrones claros. Tal es el caso del
benzo(a)pireno que se correlaciond (p<0.05) de manera negativa con las respuestas
bioldgicas descritas previamente, a excepcion de la actividad EROD con la cual se observo
una correlacion positiva (p<0.05); sin embargo a excepcion del BaP este biomarcador
presentd una correlacion negativa (p<0.05) con los hidrocarburos especificos analizados
(Anexos, Tabla 2).

Tabla 11. Coeficientes de correlaciéon entre las respuestas biolégicas evaluadas y las
concentraciones de HPAS totales, HPAS de alto peso molecular (APM) y de bajo peso
molecular BPM. Se incluye el coeficiente de correlacion (r) y la significatividad de la
correlacion (p<0.05).

HPAS TOTALES HPAS APM HPAS BPM

n r p r p r p

Actividad EROD 13 [-0.775 |0.002 -0.775 |0.002 -0.775 ]0.002
Proteina en hemolinfa 29 |0.235 0.229 0.270 0.164 0.235 0.229
Proteina en musculo 31 |0.497 0.000 0.493 0.005 0.526 0.002
Estabilidad lisosomal 21 [0.190 0.440 0.190 0.440 0.190 0.440
indice de condicion 27 |-0.106 |0.607 -0.114 |0.0581 |-0.051 |0.803
Consumo de oxigeno 26 |0.686 0.000 0.688 0.000 0.676 0.000
Excrecion nitrogenada 25 |0.583 0.002 0.584 0.002 0.574 0.003
Relacién ON 23 [-0.344 ]0.108 -0.360 |0.092 -0.344 ]0.108
Tasa de aclaramiento 24 10.061 0.776 0.058 0.789 .0859 0.690
Eficiencia de asimilacién | 20 | 0.765 0.000 0.762 0.000 0.783 0.000
Tasa de absorcion 19 [0.716 0.001 0.711 0.001 0.716 0.001
Campo de crecimiento 19 |0.685 0.001 0.692 0.001 0.685 0.001

Negritas: coeficientes de correlacion superiores a 0.5. Cursivas: correlaciones significativas (p<0.05)

El anélisis estadistico de los biomarcadores evaluados en M. strigata en diferentes niveles
de organizacion bioldgica, denotd correlaciones estadisticamente significativas (p<0.05)
(Anexos, Tabla 3) que se sintetizan en la Tabla 12. En contraste con los demas resultados,
la actividad EROD mostrd una correlacion negativa, significativa (p<0.05) con los niveles
de proteina soluble en hemolinfa, el indice de condicidn, la eficiencia de asimilacion y el
campo de crecimiento. , la proteina en musculo se correlacioné positivamente con el indice
de condicion, la tasa de aclaramiento, la tasa de absorcién y el campo de crecimiento. A su
vez, la estabilidad lisosomal mostré correlacion anicamente con el indice de condicion,

mientras que la eficiencia de asimilacién se correlaciond s6lo con la excrecion nitrogenada.

Por otro lado, el indice de condicion presentd correlacion significativa con el campo de
crecimiento, ademas de las relaciones previamente mencionadas con la actividad EROD, la

estabilidad lisosomal y la concentracion de proteina muscular. Cabe destacar que el campo
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de crecimiento P mostr6 el mayor nimero de correlaciones con otras respuestas (5), tanto a
nivel bioquimico como fisioldgico, las que incluyen la actividad EROD, los niveles de
proteina soluble muscular, el indice de condicion, la tasa de aclaramiento y la tasa de
absorcion (Tabla 12).

Tabla 12. Correlaciones entre las respuestas biolégicas evaluadas en Mytella strigata. Se
incluye el coeficiente de correlacién (r) y la significatividad de la correlacion (p).

n Actividad Prot’eina en indicg Qe Tasa Qe Tasa an I_Excrecién Canjp_o de

EROD musculo condicién | aclaramiento | absorcioén | nitrogenada | crecimiento
Actividad 13 r -0.38 -0.62 0.03 -0.75 -0.27 -0.79
EROD p 0.22 0.02 0.93 0.05 0.42 0.04
Proteina en 29 r -0.62 0.21 0.28 0.09 0.24 0.07 0.23
hemolinfa p 0.02 0.30 0.17 0.67 0.34 0.74 0.38
Proteina en 31 r -0.38 0.92 0.93 0.95 -0.47 0.56
musculo p| 0.22 0.02 0.02 0.01 0.43 0.01
E_Stabilidad 21 r -0.45 0.24 0.81 0.31 0.22 -0.30 0.48
lisosomal p 0.12 0.33 0.00 0.26 0.46 0.24 0.11
I'ndic_e de 27 r -0.62 0.93 0.72 0.42 -0.50 0.62
condicion p| 0.02 0.02 0.17 0.09 0.39 0.01
Tasa de 24 r 0.03 0.93 0.72 0.86 -0.40 0.66
aclaramiento p 0.93 0.02 0.17 0.00 0.51 0.00
Eficiencia de 20 r -0.75 -0.18 -0.12 -0.22 0.32 0.91 0.27
asimilacion p 0.01 0.78 0.84 0.73 0.24 0.03 0.36
Tasa de 19 r -0.75 0.64 0.42 0.86 0.25 0.98
absorcion p 0.05 0.00 0.09 0.00 0.32 0.00
. r -0.09 -0.22 0.49 0.11 0.02 -0.84 -0.18
Relacion ON 119 =580 | 0.32 | 002 | 064 | 093 | 000 | 052

Negritas: coeficientes de correlacion superiores a 0.5. Cursivas: correlaciones significativas (p<0.05)
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8. DISCUSION.

Los sistemas lagunares presentan variaciones espacio-temporales de maltiples variables
ambientales, tales como salinidad, temperatura y contenido de materia orgénica, asi
como de los patrones de corrientes y sedimentacion, que los caracterizan como
complejos sistemas de transicion continental-marinos (Frias-Espericueta et al., 1999;
Paez-Osuna et. al., 1989; Montafio et al., 2000). Si ademas se presentan actividades
antropogénicas que impactan el area quimica y fisicamente, como es el caso del Estero
de Urias (Ruelas, 2001; Galindo-Reyes et al., 1992), la complejidad en la estructura y
dindmica del sistema se incrementa de manera notable. Esto dificulta la interpretacion
de la informacion sobre la presencia y concentracion de contaminantes en agua,
sedimentos y organismos, asi como de su efecto adverso en la biota, particularmente en
el mejillon Mytella strigata, sujeto del presente estudio. Asi, resulta conveniente que en
primera instancia cada uno de estos aspectos se discuta de manera particular, y

posteriormente se realice la integracion de los mismos.

8.1. Concentracion de HPA:s.

Los resultados obtenidos denotan que el acenafteno, el benzo (a) antraceno, el pireno y
el benzo (a) pireno, en ese orden de relevancia, son los HPAs que dominan en el Estero
de Urias en el presente estudio. Estos compuestos se determinaron con mayor
frecuencia y presentaron las concentraciones mas elevadas tanto en las muestras de
sedimentos como en los mejillones de las diferentes estaciones muestreadas en el

sistema (Tablas 4 y 6).

Los HPAs son compuestos cuya concentracion en agua y sedimentos es modificada por
factores fisicos y quimicos, mientras que su acumulacién en organismos depende
ademas de factores bioldgicos como la edad, habitos de alimentacion, capacidad de
biotransformacion y contenido lipidico, por citar algunos (Kennish, 1992, Baumard et
al., 1998). De acuerdo a ello, es posible inferir la influencia de diversos factores sobre la
presencia y concentracion de HPAs en cada una de las diferentes matrices ambientales

analizadas en el Estero de Urias.
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8.1.1. Agua.

El Unico compuesto detectado en agua fue el benzo (a) antraceno (BaA, compuesto con
4 anillos aromaticos), que se registrd Unicamente en El Castillo. De los isbmeros con
nimero de masa 228, este compuesto es un isomero menos estable, “cinético”, que al
aumentar su proporcion respecto a los compuestos parentales termodindmicamente mas
estables, en este caso el criseno, refieren un origen antropogénico o de combustion
(Yunker y McDonald, 1995). Asimismo, Yunker et al., (2002) sugieren que la relacion
BaA/228 podria indicar de una manera mas definitiva las emisiones vehiculares que
cualquier otra de las relacion molecular de HPAs. En EIl Castillo se detectaron varias
granjas camaroneras, donde con frecuencia se recurre a maquinas de bombeo que
utilizan diesel como combustible, por lo que puede sugerirse que la presencia de benzo
(a) antraceno en El Castillo esté asociada con los residuos de combustion de las bombas
referidas o bien con actividades recientes de navegacion en el sitio. Por otra parte, La
concentracion de HPAs en agua no rebaso, en ninguno de los sitios el Criterio de
Calidad Ambiental (USEPA) correspondiente a 0.03 pg/l (Law et al., 1997), ni la
Concentracion Maxima Permisible (Unién Europea), de 0.2 pg/l (Law et al., 1997).
Dado que los HPAs son compuestos hidrofébicos y su solubilidad en agua es baja, la
proporcion de aquellos que pueden presentarse en forma disuelta es de
aproximadamente el 33%, mientras que la fraccion restante esta asociada a la materia
particulada (Lee y Grant, 1981). Los HPAs disueltos parecen degradarse rapidamente
por foto-oxidacion, proceso facilitado ademas por temperaturas elevadas, niveles altos
de oxigeno disuelto y la incidencia de radiacion solar (Baumard et al, 1999), factores
presentes en el sistema de estudio, por lo que los resultados obtenidos en agua se

comportan de acuerdo a lo esperado.

8.1.2. Sedimentos.

Resulta notable que el acenafteno se haya registrado en los tres sitios de muestreo. La
literatura sefiala que la presencia de acenafteno, fluoreno y fenantreno refiere aportes de
cenizas de carboeléctricas (Daling et al., 2002). Las particulas derivadas de la
combustion pueden ser transportadas por el viento y depositarse en las zonas aledafias.
De acuerdo a un estudio realizado respecto a las emisiones de termoeléctricas a nivel
nacional (SEMARNAT — CEPAL, 2004) la termoeléctrica de Mazatlan “José Aceves

Pozos” arroja al ambiente 4, 170 ton/afio de particulas suspendidas, y se calcula que
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localmente la pluma de contaminantes puede llegar a 50 km de la fuente, sin sufrir
transformaciones quimicas. Asimismo, las particulas depositadas in situ tienden a
adsorberse a los sedimentos (Baumard et al., 1999), y de esta manera pueden
transportarse a traves de la laguna. De tal manera es posible asociar la presencia de
acenafteno, fluoreno y fenantreno con las emisiones de la termoeléctrica, las cuales

extienden su influencia sobre todo el sistema de manera importante.

En Puente Juérez, la relacion An/An+Phe refiere que los HPAs provienen de la
combustion (Budzinski et al, 1997; Soclo et al., 2000). De manera particular, la
proporcién Fla/Fla+Pyr sefiala pir6lisis de combustibles fosiles liquidos (Budzinski et
al, 1997; Yunker et al., 2002). Este comportamiento puede relacionarse con la
navegacion de lanchas de pescadores, actividad que predomina en la zona. Estos
vehiculos pueden aportar HPAs derivados de la combustion incompleta del combustible

de los vehiculos, como lo sefiala el valor de la relacion Fla/Fla+Pyr.

En los sedimentos de Astillero, de manera similar a los de Puente Juarez, el indice
molecular Ant/Ant+Phe refiere un origen pirogénico (Budzinski et al, 1997; Yunker et
al., 2002) para los HPAs del sitio. Adicionalmente, los registros obtenidos permitieron
calcular también el indice BaA/BaA+Chry, que concuerda sefialando un proceso de
combustion como fuente principal de HPAs (Budzinski et al, 1997; Soclo et al., 2000).
Asimismo, el indice Fla/Fla+Pyr indica combustion, particularmente de pasto, madera o
carbon (Yunker et al., 2002). Resulta notable que este sitio es el mas cercano a la
termoeléctrica José Aceves Pozos, donde el combustible usualmente es carbon o algin
otro combustible pesado (SEMARNAT-CEPAL, 2004), por lo que este resultado

concuerda con el tipo de contaminacion esperada en este sitio.

Los indices moleculares calculados para EI Castillo, muestran un comportamiento mas
complejo. La relacién BaA/BaA+Chry refiere contaminacion de HPAs prevenientes de
combustion, sin embargo tanto el indice Ant/Ant+Phe como el Fla/Fla+Pyr sefialan
fuentes petrogénicas (Budzinski et al, 1997; Soclo et al., 2000), contrastando con
Puente Juarez y Astillero, sitios donde estos indices sefialan contaminacién por
combustion. Cabe sefialar que este sitio fue el Unico donde se detectd indeno(123cd)
pireno, compuesto que en la literatura se refiere como indicador de la quema de
vegetacion (Schulz y Emeis, 2000), por lo que probablemente la presencia de este

compuesto se asocie con las actividades agricolas que se desarrollan en las zonas
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adyacentes a la cabecera y la parte media de laguna. Resulta notable que este sitio es
menos frecuentado por embarcaciones, por lo que la contaminacion por combustibles
sin quemar puede atribuirse a otras fuentes. El Castillo se ubica en la zona de la
cabecera del sistema lagunar del Estero de Urias. De acuerdo a la literatura, la dindmica
del sistema presenta un efecto predominante de la marea en el transporte de agua y
sedimentos asi como los escurrimientos marginales (Montafio-Ley et al., 2000), lo que
favorece que la cabecera de la laguna resulte un sitio de depdsito (Montafio-Ley et al.,
2000). De esta manera los sedimentos provenientes de otras localidades, contaminados
por fuentes petrogénicas, pueden llegar hasta este sitio. Por otra parte, en el area se
presenta la actividad de diferentes granjas camaroneras, las que recurren al uso de
bombas para renovar el agua de sus sistemas. Los sistemas de bombeo suelen ser
operados por motores abastecidos por diesel o gasolina, y esto probablemente
contamine los efluentes de la granja, que son vertidos al estero. En cuanto al aporte de
HPAs derivados de la combustion, cabe esperar la influencia de la termoeléctrica
mediante la depositacion in situ de particulas atmosféricas (SEMARNAT-CEPAL,
2004) o por la llegada de sedimentos contaminados provenientes de otras localidades
(Montario-Ley et al., 2000).

De manera global, puede sugerirse que aun cuando la termoeléctrica ejerce un efecto
importante en todo el sistema, como lo refiere el comportamiento del acenafteno, cada
uno de los sitios de estudio presenta particularidades respecto al origen y niveles de
HPAs.

De las tres estaciones de estudio, Puente Juarez sobresale como un sitio de elevada
dindmica por el efecto de la marea, lo cual dificulta el depdsito de sedimentos, de
materia organica y de contaminantes. En contraste con el comportamiento presentado
por Astillero y El Castillo, los sedimentos de este sitio mostraron una proporcion
dominante de compuestos de BPM. Asimismo, ain cuando Puente Juarez presenta
actividad de las embarcaciones de pescadores asi como descargas domésticas directas y
escurrimientos urbanos con residuos de la actividad vehicular (los que constituyen
fuentes importantes de HPAS), la diversidad y concentraciones de estos compuestos
fueron menores que en Astillero y El Castillo. Por otra parte, Astillero se encuentra
menos influenciado que Puente Juérez por las corrientes de marea y tiene mayor
proximidad a la fuente de HPAs probablemente mas relevante del Estero de Urias, la

termoeléctrica J. Aceves Pozos, por lo que puede suponerse que presente una mayor
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tasa de depdsito de contaminantes. Esto concuerda con los resultados obtenidos en esta
localidad, en la que se registrd la mayor concentracion de HPAs en sedimentos.
Finalmente, en El Castillo la dindmica del sistema favorece el depoésito de sedimentos y
esto determina una composicion de HPAs de origen diverso, lo que se suma a un aporte
presumiblemente moderado de HPASs por las actividades acuicolas y agricolas presentes

en la zona.

Lo anteriormente planteado permite sugerir que los resultados obtenidos en la
concentracion de HPAs en las tres localidades de estudio muestran un comportamiento
acorde a la naturaleza y ubicacion de las fuentes de contaminacion asi como a la

dinamica del sistema.

Por otra parte, la comparacion de las concentraciones del contaminante presentes en el
area de estudio respecto a los valores referidos por las guias de calidad sedimentaria
(SQG por sus siglas en inglés, Long et al., 1993), permitié determinar la probabilidad
de efectos adversos en la biota.

Tanto el nivel de umbral de efectos (Threshold Effect Level, TEL), el nivel de efectos
probables (Probable Effect Level PEL, propuestos por McDonald, 1994) y las Guias de
Calidad Sedimentaria (propuestas por Long et al., 1995, que constituyen la base para el
desarrollo de la Guia Nacional de Calidad Sedimentaria del gobierno canadiense)
refieren intervalos de concentracion de HPAs con potencial de inducir efectos
bioldgicos adversos (Tabla 13). De acuerdo a los criterios de calidad sedimentaria, en
las tres localidades de estudio la concentracion del acenafteno fue mayor que el TEL, el
ERL (Effects Range Low, Intervalo de Efectos Minimos, que refiere probabilidad escasa
de efectos negativos en organismos), el ERM (Effects Range Median, Intervalo Medio
de Efectos, con probabilidad frecuente de efectos negativos en organismos,
correspondiente a 0.5 pg/g PS) y también que el PEL (nivel de efectos probables
Probable Effect Level, 0.09 pg/g PS). En Astillero, la concentracion de todos los HPAS
determinados en los sedimentos, excepto el benzo(k)fluoranteno, rebasaron el TEL
(Threshold Effects Level), mientras que el acenaftileno, el fluoreno, el antraceno y el
benzo(a)pireno superaron los niveles del ERL. En este sitio la concentracion de
benzo(a)antraceno, de 3.71 ug/g PS, fue mayor que el PEL, el ERL y el ERM (el ERM
es de 1.6 pg/g PS). En la localidad de EI Castillo, las concentraciones de naftaleno,

acenaftileno, benzo(a)antraceno y benzo(a)pireno rebasaron el TEL, pero s6lo los dos
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ultimos compuestos superaron también el ERL. Finalmente, en Juarez solo la

concentracion de fluoreno rebaso tanto el TEL como el ERL (Tabla 13).

Tabla 13. Criterios de calidad sedimentaria para HPAs y concentraciones registradas en
los sedimentos de los sitios de muestreo del Estero de Urias (ug/g PS).

ANIITI_CEOS COMPUESTO S’ﬂgpﬁfg Astillero | Castillo | TEL | PEL | ERL | ERM
2 Naftaleno ND 0.10 0.05 003 | 039 | 016 | 2.10
2 Acenditileno 0.01 0.05° 0.02 001 | 013 | 004 | 060
2 Ageniteno 0.68*°° | 1.28**° | 0.92**® | 001 | 009 | 002 | 050
2 Fuoreno 0.07° 0.03° 0.01 002 | 014 | 002 | 050
3 Fenantreno 0.05 0.11 0.02 009 | 054 | 024 | 150
3 Antraceno 0.04 0.13° 0.01 005 | 024 | 009 | 1.10
4 Fluoranteno 0.10 0.14 0.08 011 | 1.49 | 060 | 5.10
4 Pireno 0.13 0.40 0.07 015 | 1.40 | 070 | 2.60
4 Snetrr‘;ge(ﬁz) ND | 3.71**°® | 0.64° | 007 | 069 | 030 | 1.60
4 Criseno ND 0.17 0.01 011 | 085 | 040 | 2.80
4 Ejgé%go ND ND 002 | 007 | 071 | NR | NR
4 Ejgé?}go ND 0.03 0.01 006 | 061 | NR. | NR.
5 Benzo(@jpireno |\ 0.65° 0.44° | 009 | 076 | 040 | 1.60
5 g‘i?;”é’(m"d) ND ND 1.52 NR NR NR. | NR.
5 ?n?;”cggj‘h) ND 0.06 0.01 NR NR 0.06 | 0.30

CONCE(')\'TT ARLAC'ON 108 | 6.86° 3.83 ; ] 402 | 448

TEL: Threshold effects level, nivel de umbral de efectos; PEL: Probable effects level, nivel de efectos
probables; (MacDonald et al., 1996).

ERL: Effects range-low, intervalo inferior de efectos, ERM: Effects range-median intervalo medio de
efectos (Long et al, 1995).

Negrita: Valor superior al TEL; * Valor superior al PEL; ® Valor superior a ERL © valor superior al ERM
N.R. No reportado por los autores

Con base en lo anterior, es posible afirmar que Astillero presentd los sedimentos con
mayor contaminacion por HPAs, pues todos los compuestos evaluados rebasan el TEL
mientras que 6 de 16 compuestos evaluados presentaron concentraciones asociadas con
probabilidad baja 0 media de efectos deletéreos en la biota. Asimismo, es el Gnico de los
tres sitios donde la concentracion de HPAs totales (6.86 ug/g PS) se localiza en el
intervalo de efectos minimos (ERL, 4.02 pg/g PS; Tabla 13).
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Por otra parte, el promedio de las tres estaciones muestreadas en el Estero de Urias
corresponde a 3.92 pg/g PS de HPAs totales. Esta concentracion resulta superior a la
reportada para lagunas del Golfo de México con influencia antropogénica, como Pueblo
Viejo y Tamiahua, donde se registraron promedios de 3.7 y 2.99 pug/g PS,
respectivamente, mientras que es inferior a la reportada para las lagunas de
Tampamachoco, la Mancha, Salada, Mandinga y Llano para las que se reportaron
concentraciones promedio de 7.65, 6.72, 6.65, 5.67, y 5.0 ug/g PS (Botello y Calva,
1998; Botello et al.,, 2001). Resulta de particular interés que en la laguna de
Tampamachoco la concentracion mas elevada fue de 9.39 ug/g PS y se registr6 en la
estacion mas cercana a una termoeléctrica. De manera similar, en el presente estudio la
mayor concentracion de HPAs (6.86 pg/g PS) se detectd en los sedimentos de Astillero,

la estacion mas cercana a la termoeléctrica José Aceves Pozos.

Auln cuando la concentracion promedio de HPAs totales en el Estero de Urias fue menor
que en varias lagunas impactadas en el Golfo de México (Botello y Calva, 1998; Botello
et al., 2001), la concentracién obtenida supera ampliamente la concentracion reportada
para ambientes estuarinos no impactados, como la referida en Tampa Bay y Charlotte
Harbor, Florida, donde las concentraciones mas bajas de HPAs en sedimentos fueron
inferiores a 0.0005 pg/g PS y 0.2 pg/g PS, respectivamente (Pierce et al., 1986; Van
Vleet et al., 1986).

Las concentraciones de HPAs totales asi como las de HPAs especificos, rebasaron en
varios casos los niveles de referencia de las guias de calidad sedimentaria, y ello sefiala
la necesidad de realizar las evaluaciones que permitan determinar la toxicidad y
magnitud del efecto toxico de este grupo de contaminantes sobre los organismos

residentes en el sistema de estudio (Chapman, 2007).

8.1.3. Organismos.

Los organismos de El Castillo presentaron la menor concentracion de HPAs totales,
mientras que los de Juarez y Astillero registraron valores similares (Tabla 6, Fig. 8). Los
compuestos de mayor bioacumulacién  fueron el  benzo(a)pireno, el

indeno(1,2,3,cd)pireno y el acenafteno.
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En relacion a los HPAs de bajo peso molecular, cabe destacar que el acenafteno
presentd las mayores concentraciones en los sedimentos de los tres sitios muestreados
(superando todos los criterios de calidad sedimentaria y de proteccion a la biota; Tabla
13), y una de las mayores concentraciones detectadas en los mejillones de puente
Juarez. No obstante, la correlacion de las concentraciones entre estas matrices no resultd
significativa (p>0.05) y el coeficiente de regresion fue bajo (R?> =0.28, Tabla 7).
Considerando que un compuesto de 2 anillos presenta una mayor posibilidad de ser
depurado, su persistencia en los organismos sugiere aportes recientes o constantes al
sistema de estudio. Dado que el aporte de acenafteno se asocia con las cenizas de
termoeléctricas (Daling et al., 2002), cabe esperar que se mantenga un aporte constante
en el Estero de Urias, que se ve reflejado en la acumulacion corporal de los mejillones

en estudio.

Del mismo modo que el acenafteno, el fluoranteno se encuentra asociado a las cenizas
arrojadas al ambiente por la Termoeléctrica J. Aceves Pozos (Daling et al., 2002). Si
bien las concentraciones de este compuesto no rebasaron los criterios de calidad
sedimentaria en ninguno de los sitios de estudio, la regresion lineal efectuada entre las
concentraciones registradas en los sedimentos y las bioacumuladas mostré un

coeficiente de regresién elevado (R*=0.73).

En los tres sitios de estudio, los compuestos de APM presentaron una mayor
acumulacion en los organismos respecto a los de BPM (Fig. 9 y 10), lo cual corrobora
lo sefialado en la literatura. VVarios autores refieren que el factor de bioconcentracion se
incrementa al aumentar el peso molecular de los hidrocarburos (Neff, 1982; Lee y
Grant, 1981). Particularmente el benzo(a)pireno es un compuesto que puede ser
eliminado por los organismos con menor facilidad. Neff (1982) sefiala que después de 7
dias de depuracion, individuos de Crassostrea virginica eliminaron 97% del naftaleno

acumulado, 66% de fluoranteno y 0% de benzo(a)pireno.

Los valores de HPAs de APM cuantificados en sedimentos y en organismos de las
diferentes estaciones de muestreo no mostraron correlaciones significativas entre si,
mientras Astillero presentd la mayor concentracion de HPAs de alto peso molecular en
sedimentos (5.02 ug/g), la concentracion de estos compuestos en los bivalvos del sitio
(1.94 pg/g PS) fue similar a la de Puente Juarez (2.04 pg/g PS), donde se registro la
menor concentracién de HPAs de APM (Tabla 6, Fig. 9 y 10). No obstante, de manera
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particular, el benzo(a)pireno presentd un coeficiente de regresion elevado entre las
concentraciones de sedimentos y las de tejidos evaluadas en el sistema de estudio(0.85,
Tabla 7), lo que puede asociarse con su elevada capacidad de persistencia en los

organismos marinos (Neff, 1982).

Dado que Astillero y Castillo fueron las localidades con mayor concentracion de HPAs
totales en sedimentos (6.86 y 3.83 pg/g PS, respectivamente), mientras que los
organismos que presentaron las concentraciones mas elevadas de HPAs se ubicaron en
Puente Juarez y Castillo (2.81 y 2.71 pg/g PS, respectivamente), es posible sugerir
varios factores que pueden estar modificando la biodisponibilidad y por ende la

biocumulacion de HPAs en cada una de las localidades.

Entre los factores externos, el contenido de materia organica en los sedimentos regula la
proporcion de compuestos organicos no iénicos presentes en las particulas y en el agua
intersticial (Landrum, 1985). Se ha demostrado que el contenido de carbono organico
afecta sustancialmente la toxicidad de estos compuestos en la biota (Burton, 1992).
Swartz et al. (1990) encontraron que la CLsy del fluoranteno total sedimentario se
incrementd al aumentar la concentracion del carbono orgénico en el sedimento,
sefialando que el contaminante estaba menos biodisponible en los sedimentos de mayor

contenido de materia orgénica.

El contenido de materia organica en los sedimentos de Puente Juarez, Astillero y
Castillo fue de 6.2, 17.8 y 10.3 %, respectivamente. En Astillero se present6 la mayor
concentracion de hidrocarburos en el sedimento y también un porcentaje de materia
organica mas elevado que en el resto de los sitios, por lo que es posible sugerir que la
fraccion de hidrocarburos biodisponibles se haya visto sustancialmente disminuida en
relacion a las otras estaciones. En contraste, Puente Juérez presento el menor contenido
de materia organica, lo cual favorece que la proporcion de hidrocarburos biodisponibles
se incremente y favorezca su acumulacion por los organismos. En El Castillo, las
concentraciones de HPAs totales y de contenido de materia organica presentaron un
valor intermedio, y presumiblemente ambos factores determinaron que en este sitio se
encontrara la menor concentracion de HPAs en los tejidos de los mejillones. De tal
manera, el contenido de materia organica en los sedimentos del Estero de Urias puede

explicar en parte los factores de bioconcentracion de los HPAs totales calculados, de
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acuerdo a Landrum (1985), en 2.60, 0.39 y 0.25 para los mejillones provenientes de P.

Juarez, Astillero y Castillo, respectivamente.

Cabe sefalar que tanto la toxicidad como la bioconcentracion de los HPAs es muy
variable entre los organismos estuarinos. Aun cuando la mayoria de ellos acumulan
HPAs del agua o los sedimentos, la incorporacion de los mismos es especie-especifica
(Eisler, 1987). Jackim y Lake (1978) sefialan que mientras la depuracion en Mercenaria
mercenaria resulta escasa o nula, C. virginica elimina en 14 d hasta un 90% de los
hidrocarburos acumulados. Pruell et al. (1986) reportan que Mytilus edulis acumula
elevados niveles de HPAs (incluso 1000 veces la concentracion de los organismos
control) provenientes de sedimentos altamente contaminados en un periodo de 28 dias

de exposicion, sin embargo, los depura rdpidamente en las 5 semanas posteriores.

De acuerdo a lo anterior, se sugiere que las diferencias presentadas por los sitios de
estudio tanto en el contenido de materia organica como en la distribucién y naturaleza
de los compuestos mas abundantes, que se relacionan con la capacidad de incorporacion
y de depuracion de los compuestos por los mitilidos, no permiten que se observe una
correlacion clara entre la concentracion presente en los sedimentos y la concentracion
de HPAs en los tejidos de M. strigata. No obstante, la bioacumulacion de HPAs
observada denota que estos organismos resultan integradores adecuados que reflejan las
condiciones prevalentes del sistema, constituyendo una matriz mas estable para la
evaluacion de contaminantes, si bien esta capacidad integradora puede dificultar la

deteccion de diferencias entre los sitios de estudio.

Los valores de HPAs totales registrados en M. strigata en el presente estudio, resultan
superiores a los 0.12-0.24 ug/g PS reportados para Crassostrea virginica en lagunas de
Tabasco donde las concentraciones de HPAs en sedimentos son similares a sitios de
referencia en Florida (Gold-Bouchot et al., 1997). Por otra parte, la literatura refiere
concentraciones maximas de HPAs totales correspondientes a 22.7, 18.2, 13.2 y 10.2
ng/g PS registrados en organismos de Crassostrea palmula, Mytella strigata,
Crassostrea corteziensis y Crassostrea iridiscens colectados en el Pacifico subtropical
mexicano (Botello et al., 2002), mientras que Paez-Osuna et al. (2002) reportan
concentraciones de 0.12 a 3.52 ug/g PS registrados en C. corteziensis. Estas
concentraciones resultan notablemente superiores a las determinadas para M. strigata en

el presente estudio.
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De manera particular, Botello et al. (2002) refieren una concentracion de
aproximadamente 2.5 ug/g PS de HPAs totales para Mytella strigata en el Estero de
Urias, similar a la determinada en el presente trabajo. La similitud en las
concentraciones sugiere un aporte constante de HPAs a este sistema lagunar y su
continua acumulaciéon por los organismos del sitio, donde los efectos bioldgicos
dependerdan de la cantidad de hidrocarburos biodisponibles, de la capacidad de
depuracion de los organismos y de la bioacumulacion de estos compuestos en los
organos blanco. Cabe esperar una repercusion en diferentes niveles de organizacion
bioldgica, la cual puede impactar la estabilidad de las poblaciones de M. strigata en el
sistema de estudio. Por ello es necesario considerar la informacion disponible respecto a
las concentraciones en las que los HPAs pueden ejercer efectos adversos en la biota. La
literatura relacionada es muy escasa, ya que la mayor parte de los autores sefialan la
toxicidad o los efectos adversos causados por los niveles de HPAs en el medio sin
determinar la concentracion bioacumulada. Asimismo, los estudios de toxicidad suelen
realizarse para HPAs individuales y no para HPAs totales, por lo que resulta complejo
establecer una comparacion directa entre las referencias y los valores de HPAs totales
encontrados para M. strigata en el Estero de Urias. No obstante, existen numerosos
estudios en bivalvos realizados in situ donde se ha observado una correlacion entre la
concentracion de HPAs bioacumulados y la magnitud del deterioro de diversas

respuestas en diferentes niveles de organizacion biologica.

8.2. Biomarcadores de exposicion. Actividad EROD.

En el presente estudio, la actividad EROD fue evaluada como un biomarcador
especifico de la presencia de HPAs en el sistema de estudio, con base en los numerosos
reportes encontrados en la literatura. En ellos se refiere que la exposicién de los
organismos a estos contaminantes induce a la familia de proteinas CYP1A mediante el
receptor aril hidrocarbono y constituye un biomarcador de exposicion a los HPAs,
proporcionando una valiosa herramienta para el monitoreo ambiental de estos
compuestos organicos (Payne, 1976; Torres et al., 2002; Fent, 2004; Bebianno et al.,
2007).

En el presente trabajo, el valor maximo de la actividad EROD en M. strigata fue de 0.61

y 0.62 pmoles/min/mg proteina. Estos valores son similares al valor basal de D.
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polymorpha, de 0.5 pmoles/min/mg proteina (Binelli et al., 2005) y se encuentran
alejado de los valores que en la literatura se han relacionado con una induccion por
contaminantes. En Dreissena polymorpha se han reportado niveles hasta de 38.81
pmoles/min/mg proteina de actividad EROD méxima, por exposicion a contaminantes
ambientales en el Rio St. Lawrence, Canada (Lafontaine et al., 2000). A la vez, la
méaxima actividad EROD registrada en un bivalvo mitilido, Mytella guyanensis, resultd
cercana a 25 pmoles/min/mg proteina (Torres et al., 2002); no obstante, los autores
sugieren que pudo ser subestimada por el efecto inhibitorio de altas concentraciones de

metales en el sitio de estudio.

Acorde a lo anterior y dado que en los tres sitios de estudio (Juarez, Astillero y Castillo)
las concentraciones de varios HPAs fueron superiores a los criterios de calidad
sedimentaria y al umbral de efectos bioldgicos, y se registré una concentracion corporal
de HPAs en M. strigata propia de sistemas lagunares impactados, se esperaba que en los
mejillones se observara una induccion de la actividad EROD (indicadora de la actividad

del sistema CYP1A), en contraste con los resultados obtenidos.

La relaciéon inversa registrada entre la actividad enzimatica EROD y los HPAs
acumulados en M. strigata sugieren la inhibicion del sistema CYP1A, comportamiento
similar al descrito por Yawetz et al. (1992) en Donax trunculus. En este bivalvo, la
exposicion a aroclor 1254 se asocié a un decremento en la actividad EROD vy se
argumenta que la elevada acumulacion de hidrocarburos en la fraccion microsomal

pudo inhibir esta actividad.

En M. strigata se observ una correlacion significativa (p<0.05, r’=0.75) sélo entre la
actividad EROD vy los niveles acumulados de benzo(a)pireno; los mejillones de
Astillero y Castillo presentaron los mayores valores de actividad EROD y también una
elevada concentracion de benzo(a)pireno, mientras que en los de Juarez, que mostraron
la menor actividad enzimatica, este compuesto no fue detectado en sus tejidos. Ello
evidencia que la induccion/inhibicion de esta enzima en bivalvos que habitan ambientes
sujetos a multiestresores se encuentra afectada por la interaccion de otros factores, como
contaminantes inhibidores de esta enzima, o bien moduladores naturales, y resulta
dificil correlacionarla con el efecto aislado de un so6lo grupo de contaminantes como los
HPAs. De esta manera, es necesario considerar el efecto de otros grupos de

contaminantes y sus metabolitos sobre el sistema P450.
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Diversos trabajos refieren que el Cu, Zn, Cd, Pb y As inhiben algunas actividades
enzimaticas del sistema CYP como la actividad EROD asociada con CYP1A1 (Alvarez
et al., 1972; Lemaire-Gony y Lemaire, 1992; Elbekai y El-Kadi, et al, 2004) y alteran la
expresion de las iso-enzimas CYP (Risso-de Faverney et al, 1999). De manera
particular, el Cd y el Pb afecta negativamente la expresion del RNAm de la CYP1Aly
CYP1A2 (Risso de Faverney et al., 2000; Vakharia et al., 2001; Kaminsky (2006)
sefiala que la magnitud del efecto de los metales en la induccion de los citocromos
P4501A1, 1A2 y 1B1 depende tanto del HPAs inductor como del metal en cuestion,
ademas de la especie y la dosis de este ultimo, y que los mecanismos implicados en el
decremento de las formas de CYP1 son transcripcionales y posttranscripcionales. Por
otra parte, Kappas y Drummond (1984; 1986) refieren que muchos metales, ya sea en
forma inorganica, o unidos a complejos organicos, resultan potentes inductores de la
hemo-oxigenasa, la cual es una enzima microsomal que limita la degradacion del grupo
hemo. El incremento en la tasa de degradacion del hemo se refleja tanto en una
depresion notable del contenido celular del CYP450 como en el abatimiento del

metabolismo oxidativo que depende de esta proteina.

Cabe sefalar que en el Puerto de Mazatlan se han reportado niveles de Cu, Zn, Cd, y Pb
que sefialan un enriquecimiento antropogénico (Osuna-Ldpez et al., 1989; Soto-Jiménez
y Péaez Osuna, 2001). De tal manera, las referencias anteriores permiten sugerir que la
baja actividad EROD registrada en M. strigata en el presente estudio puede deberse en
parte a la inhibicién de la CYPL1A por la exposicion de estos organismos a HPAs y
metales, entre otros xenobioticos, los que pueden influir en la induccion de la proteina
asi como en la degradacion del grupo hemo del CYP450. Asimismo, en ambientes
naturales pueden actuar de manera conjunta, ademas de los contaminantes, otros
inductores e inhibidores de CYPA. Entre ellos, la temperatura, la estacionalidad y la
actividad hormonal sexual pueden modular la capacidad de respuesta del sistema
CYP1A (Pluta, 1993; Stegeman y Hahn, 1994).

Cabe sefialar que en organismos de campo es dificil inferir una correlacién entre
respuestas bioldgicas y la concentracion de contaminantes dado que los toxicos
presentan diferentes tiempos de vida media. En los mejillones, éste puede ser de dias
para cobre y pesticidas, de meses para metales como el cadmio y de afios para
compuestos organicos persistentes (Viarengo et al., 1985; Poremski y Wiandt, 2000). A

la vez, los téxicos pueden ser parcialmente almacenados en los compartimientos
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celulares bajo formas inactivas (Viarengo y Nott, 1993). Por ello, pueden presentarse en
diferentes concentraciones en los individuos de edades diferentes. Adicionalmente, los
organismos de campo pueden encontrarse en diferentes etapas de madurez gonadal y
por ello presentar diferentes patrones de acumulacion en los tejidos y diferentes

respuestas bioldgicas (Viarengo et al., 2007).

Dada la relevancia de los mejillones en los programas de monitoreo ambiental, se ha
intentado identificar el gen CYP1A en el DNA nuclear asi como aislar iso-proteinas
CYP en los tejidos y purificar citocromos del reticulo endoplasmico de la glandula
digestiva, con resultados negativos (Viarengo et al., 2007). Jonsson et al. (2004; 2006)
reportan que incluso la expresion de citocromos CYP2 y CYP4, los cuales detectaron en
mejillones, no fue afectada por la exposicion a bifenilos policlorados a petréleo crudo o
a HPAs. Debido a la multiplicidad de factores bi6ticos y abidticos involucrados, varios
autores han referido que en los bivalvos la respuesta de la familia de proteinas CYP450
a los contaminantes no es consistente (Livingstone et al., 1989; Yawetz et al, 1992;
Cajaraville et al., 2000).

De tal manera, es pertinente que en los estudios de biomonitoreo donde se presentan
contaminantes en mezclas complejas y no se pueda descartar la presencia de metales
pesados, se utilice una bateria de biomarcadores que incluya indicadores de estrés de

tipo tanto especifico como general, para realizar una evaluacion mas precisa.

8.3. Biomarcadores de efecto. Nivel sub-organismo.

Estabilidad lisosomal. Particularmente, los organismos colectados en Astillero
presentaron los valores mas bajos de estabilidad lisosomal, lo que refiere una condicion
celular mas deteriorada por el efecto de contaminantes. No obstante, la concentracion de
HPAs en tejidos de los organismos de Astillero fue similar a los mejillones de Puente
Juérez, si bien la estabilidad lisosomal en los mejillones de este Gltimo sitio resultd
significativamente superior. La falta de relacién entre los HPAs bioacumulados y la
estabilidad lisosomal observada en los organismos del presente estudio puede derivarse
de la exposicion simultanea de Mytella strigata tanto a HPAs como a otros grupo de
contaminantes, principalmente metales. En individuos de Mytilus galloprovincialis
transplantados a sitios contaminados con metales, se observdé un decremento
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significativo de la estabilidad lisosomal (Donnini et al., 2007). Asi, en M. strigata al
igual que en otros bivalvos, la estabilidad de la membrana lisosomal puede alterarse por

la exposicion a xenobioticos tanto orgénicos como metélicos (Moore, 1985).

Concentracion de proteinas. Los organismos de Puente Judrez presentaron las mayores
concentraciones de proteinas solubles tanto en hemolinfa como en masculo; los niveles
de proteinas en hemolinfa de P. Jurez no presentaron diferencias significativas respecto
a los valores determinados en El Castillo pero si respecto a los de Astillero, mientras
que la proteina muscular fue similar entre los organismos de Astillero y los de Castillo.
No obstante, no se observé una relacion entre los niveles de HPAs bioacumuladas por

los organismos y las concentraciones de proteinas evaluadas.

Sreedevi et al. (1992) sefialan que en Cyprinus carpio la exposicion a metales en
tiempos y concentraciones subletales incremento la concentracion de proteinas totales,
solubles y estructurales en branquias y rifiones; el aumento de las proteinas estructurales
sugiere el fortalecimiento de los érganos del animal para desarrollar resistencia al estrés
toxico, mientras que el aumento de las proteinas solubles puede asociarse a la sintesis de
proteinas necesarias para la desintoxicacion de contaminantes. A la vez, la exposicion a
concentraciones letales de metales incrementd la concentracién de proteinas solubles, lo
que sugiere una mayor actividad proteolitica asociada con una mayor accién toxica de
los metales, presumiblemente debido a la liberacion de enzimas hidroliticas ocasionada

por la inestabilidad lisosomal.

De manera similar, es posible sugerir que el los mejillones provenientes de Puente
Juarez, en los cuales se registrd la mayor bioacumulacién de HPAs totales, la mayor
concentracion de proteinas solubles registrada probablemente se asocie al desarrollo de
mecanismos de resistencia por la exposicion cronica a estresores quimicos, lo cual es

factible cubrir siempre y cuando exista un suministro energético adecuado y constante.

En este escenario, es posible sugerir dos aspectos: las proteinas solubles en la hemolinfa
aportan una informacion mas adecuada de la condicion fisioldgica global de M. strigata
que su evaluacion en muasculo. Asi, la menor concentracion de proteinas solubles en la
hemolinfa de los mejillones provenientes de Astillero puede relacionarse con una menor
estabilidad lisosomal y sugiere un mayor deterioro fisiolégico que en los organismos de
P. Juérez y Castillo. De manera paralela, la mayor concentracion de proteinas solubles
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en el musculo abductor de los mejillones de P. Juarez sugieren un incremento en la
sintesis de proteinas estructurales, lo cual probablemente se asocie con una mejor
control del cierre de las valvas y por ende con una mayor rapidez de respuesta a
estimulos externos, a menudo estresantes. De esta manera, es posible advertir que las
alteraciones bioquimico-celulares pueden tener una proyeccion a nivel fisiologico-

individual.

8.4. Biomarcadores de efecto. Nivel organismo.

Contenido hidrico. El contenido hidrico en bivalvos ha sido utilizado como un
indicador de la condicién fisioldgica (Lucas y Beninger, 1985), donde una mejor
condicion corresponde a un menor contenido hidrico. De acuerdo a lo anterior, los
organismos de Astillero presentan una condicién méas deteriorada que los mejillones
colectados en los otros sitios, reflejandose en una hidratacién significativa. No obstante,
el peso de los tejidos, sea himedo o seco, puede variar debido al ciclo reproductivo y
otros factores estacionales (Soto et al., 2000), por lo que debe considerarse junto con

otras respuestas fisioldgicas para realizar una interpretacion adecuada.

indice de condicion. Considerando que las concentraciones de HPAs totales
determinadas en los tejidos de los organismos de P. Juarez fueron mayores que las
encontradas en los otros sitios, cabria esperar que los mejillones de P. Juarez
presentaran el menor indice de condicion, reflejo de un mayor deterioro fisioldgico
(Lucas y Beninger, 1985). Contrario a lo esperado, los organismos provenientes de
Puente Juarez presentaron un indice de condicion 41% y 15% superior al de los
mejillones de Astillero y El Castillo, respectivamente. Cabe destacar que en los bivalvos
provenientes de P. Juérez, la mejor condicion de estabilidad lisosomal aunada a los
mayores niveles de proteinas solubles asociados a procesos de compensacion, coincide

con el mayor indice de condicion registrado.

Auln cuando los indices de condicion resultan biomarcadores fisiologicos muy sensibles
a la contaminacion, pueden ser influenciados por cambios estacionales a los que se
asocian el estado nutricional y reproductivo (Roesijadi et al., 1984, Leavitt et al., 1990).
Puente Juarez recibe efluentes domésticos sin tratar, presumiblemente con un alto
contenido de materia organica, la que probablemente aporte a estos organismos
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filtradores la energia necesaria para contrarrestar el efecto toxico de los contaminantes
ambientales. De esta manera, la participacion de éste y otros factores nutricionales
ejercen sobre el indice de condicion una influencia mayor al efecto negativo de los
HPAs, y puede dar cuenta de la falta de relacion entre la bioacumulacion de

hidrocarburos y el indice de condicion determinado en el presente trabajo.

Tasa de aclaramiento. En los bivalvos, la tasa de aclaramiento (TA) es modificada por
diversos factores ambientales tales como la materia orgénica particulada (Rueda y
Smaal, 2004; Sobral y Widdows, 2000), la materia organica total (Wong y Cheng,
2003), el contenido de clorofila a en las particulas filtradas (Rueda y Smaal, 2004;
Savina y Pouvreau, 2004) y la velocidad de la corriente (Sobral y Widdows, 2000) entre
otros, asi como por efecto de toxicos ambientales. Varios trabajos refieren que en
bivalvos, la tasa de aclaramiento es el componente del balance energético més afectado
por los toxicos (Howell et al., 1984; Bourdelin, 1996, Toro et al., 2003). Los
contaminantes organicos suelen tener un efecto narcotizante en los cilios ctenidiales o
producir alteraciones morfoldgicas en los filamentos branquiales, asi como severos
desdrdenes en las células ciliadas epiteliales (Bayne et al, 1982; Auffret, 1988). De
manera particular, Widdows y colaboradores (1995a, 1997) han comprobado el efecto
adverso que particularmente los HPAs de 2 y 3 anillos ejercen sobre la tasa de
aclaramiento y se refleja en el campo de crecimiento en diferentes especies de
mejillones, si bien en M. edulis se document6 que en condiciones de laboratorio es
necesaria una concentracion de 100 pg/g PS tejido para disminuir al 50% la tasa de
aclaramiento (Donkin et al., 1989). En contraste, los compuestos de méas de 4 anillos
pueden acumularse en elevadas concentraciones con un efecto escaso o nulo en la tasa
de aclaramiento (Donkin et al., 1989; Widdows et al., 1990). Sin embargo, la reduccion
en la TA de Choromytilus chorus se ha relacionado con la elevada acumulacion
corporal de HPAs de APM (3 y 4 anillos) y la acumulacion de compuestos
organoclorados, aln en bajas concentraciones. (Toro et al., 2003) En el presente trabajo
la tasa de aclaramiento registrada para los organismos de las diferentes localidades de
estudio fue similar, e independiente tanto de la bioacumulaciéon de los HPAs totales
como de los HPAs de BPM o de APM. Mientras las concentraciones de hidrocarburos
de BPM (2 y 3 anillos aromaticos) resultaron similares en los organismos de Puente
Juarez y Astillero, en El Castillo esta concentracion corresponde al 50% de la
determinada para los sitios anteriores. Sin embargo, la concentracion de acenafteno
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(compuesto de 2 anillos) bioacumulado por M. strigata en El Castillo es apenas 12%
menor que la de Astillero, y su concentracién en sedimentos supera los niveles tanto del
PEL como del ERM, de manera similar a lo presentado por Puente Juarez y Astillero.
La TA de M. strigata proveniente de los tres sitios de estudio (1.26 a 1.98 I/h g PS) es
mayor a la reportada en C. chorus proveniente de areas de elevado impacto industrial,
pero similar e incluso ligeramente mayor a la de los bivalvos provenientes de ambientes
de baja influencia antropica (Toro et al., 2003), lo que sugiere respuestas especie-

especificas.

Acorde a los resultados obtenidos, es posible suponer que la similitud en la TA de los
bivalvos provenientes de los diferentes sitios de estudio obedezca a la interaccion de los
maltiples factores ambientales que modulan esta tasa, incluidos los diversos toxicos
ambientales, y no refleje el efecto aislado de contaminantes orgénicos particulares como
los HPAs.

Eficiencia de asimilacion. Al igual que la tasa de aclaramiento, la eficiencia de
asimilacion en los mejillones puede reducirse por la accion de contaminantes,
principalmente hidrocarburos aromaticos (Widdows et al., 1982, 1987), cuya exposicion
induce cambios patolégicos en las células basofilas y digestivas del epitelio digestivo.
Muchos xenobidticos inestabilizan la membrana lisosomal, aumentando su
permeabilidad y con ello el paso de enzimas hidroliticas hacia el citoplasma, acelerando
la hidrdlisis proteica y ocasionando atrofia celular (Lowe, 1988; Lowe y Clarke, 1989;
Moore, 1988). De acuerdo a lo planteado cabria esperar una menor eficiencia de
asimilacion en los mejillones de P. Judrez y Astillero, los que acumularon una mayor
concentracion de hidrocarburos. Sin embargo, la menor eficiencia de asimilacion se
present6 en Castillo, con valores 53% y 42% menores respecto a la registrada en los

mejillones de Puente Juarez y Astillero, respectivamente.

Cabe resaltar que la eficiencia de asimilacion varia tanto con la cantidad como con la
cantidad de alimento ingerido por los bivalvos ((Navarro et al., 1991; Bayne, 1987). En
condiciones de laboratorio, al utilizar combinaciones algales en la dieta de M. edulis, la
eficiencia de asimilacion no se relaciona con el porcentaje de materia organica y si con
la calidad alimenticia de las particulas, expresada como energia por unidad de volumen
(Navarro et al., 1991; Bayne, 1987). Bajo condiciones de baja calidad alimenticia M.

edulis puede aumentar su capacidad de absorcion de energia, mostrando un conjunto de
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adaptaciones como incrementos en la capacidad digestiva y pérdidas metabdlicas

fecales minimizadas (Hawkins y Bayne, 1985; Bayne et al., 1987).

En los organismos filtradores como los bivalvos, el contenido de clorofila en la materia
organica particulada es considerado como referencia de su calidad nutricional (Paterson
et al, 2003). Al respecto, la concentracion de clorofila registrada en el presente estudio
en El Castillo (10.32 pg/l), fue superior a la de Astillero (9. 25 pg/l) y mucho mayor que
la determinada en P. Juarez (0.69 upg/l) (Anexos, Tabla 1). De tal manera, la
concentracion de clorofila en los sitios de estudio no da cuenta de la eficiencia de
asimilacion de M. strigata, la cual puede estar modulada por el aporte de otros sustratos
energeéticos en la columna de agua, no evaluados en este estudio, particularmente en
Puente Juérez. Asi, la interaccion de un grupo de factores adicionales a la presencia de
contaminantes, entre ellos las caracteristicas de los aportes alimenticios y nutricionales
particulares de Puente Juarez, pueden dar cuenta de la mayor eficiencia de asimilacion

en los organismos de este sitio.

Tasa de absorcion. La tasa de aclaramiento suele ser el componente que mas influye en
la tasa de absorcion y en el balance energético (Toro et al., 2003, Widdows et al., 1990).
Si bien en el presente trabajo los valores de la tasa de aclaramiento fueron similares en
los tres sitios de estudio, los mejillones de P. Juarez presentaron una tasa de absorcion
significativamente mayor que los organismos de El Castillo y Astillero, comportamiento
resultante de la mayor eficiencia de asimilacion observada en los mejillones de este sitio
e independiente de los niveles de HPAs bioacumulados. Consecuentemente, la baja
eficiencia de asimilacion de los organismos de El Castillo contribuyd a disminuir
significativamente su tasa de absorcion. De tal manera, en este estudio la eficiencia de
asimilacion adquiere una relevancia superior a la tasa de aclaramiento en la modulacion

de la tasa de absorcion.

Consumo de oxigeno. Los resultados obtenidos del metabolismo de rutina en M.
strigata sefialan un mayor consumo de oxigeno en los organismos de Puente Juarez y
Astillero, los cuales presentaron los mayores niveles corporales de HPAs. De acuerdo a
la literatura es posible relacionar una mayor tasa de consumo de oxigeno con un mayor
gasto de energia metabolica inducido por la acumulacion de contaminantes en los
tejidos (Toro et al, 2003). En los bivalvos se ha observado un incremento en el consumo

de oxigeno como respuesta incluso a bajas concentraciones de hidrocarburos (Widdows
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et al.,, 1982). Algunos autores sugieren que los hidrocarburos pueden causar un
desacoplamiento en la fosforilacion oxidativa, aumentando la tasa metabolica (Bayne et
al, 1982), mientras que otros sostienen que el incremento en el consumo de oxigeno se
relaciona con la actividad enzimatica asociada a la degradacion de hidrocarburos
(Stekoll et al, 1980).

En la misma area de estudio y en la misma especie de bivalvos analizada en el presente
estudio, Aztatzi-Aguilar (2007) evalud el estrés oxidativo en mejillones provenientes de
Puente Judrez y de La Sirena (este Gltimo correspondiente al sitio denominado El
Castillo en el presente trabajo) mediante la cuantificacion de la actividad de las enzimas
GST (Glutation S-transferasa) y CAT (catalasa) tanto en las branquias como en la
glandula digestiva. En todas estas evaluaciones la actividad de los organismos de Juarez
fue superior a la de los mejillones de La Sirena, lo que refiere que los organismos de
Juarez estuvieron sujetos a mayor estrés. De acuerdo a la literatura, xenobioticos
organicos como los HPAs y los bifenilos policlorados aumentan la actividad de la CAT
(Orbea et al., 2002), mientras que la GST se considera un biomarcador de exposicion a
contaminantes como organofosforados, organoclorados y HPAs (Clark, 1989). Por otra
parte, Durand et al. (2002) evaluaron el efecto de la acumulacion de benzo(a)pireno,
compuesto relevante por su genotoxicidad y persistencia en el ambiente. Reportaron que
tras 96 h de la adicion inicial de 0.001 ug/g, los individuos de M. edulis bioacumularon
el 56.4% de la concentracion del medio (0.0006 pg/g) e incrementaron 2 a 4 veces la
peroxidacién lipidica respecto a los organismos control. La concentracion de
benzo(a)pireno bioacumulada anteriormente referida es 2 y 3 oOrdenes de magnitud
inferior a la encontrada en los mejillones de Astillero y El Castillo, por lo que cabe
esperar que se presente un efecto tdxico significativo de este compuesto sobre la

fisiologia de los organismos de estos sitios.

Con base en lo anterior, es posible sugerir que el aumento en el consumo de oxigeno en
los mejillones de P. Juarez y de Astillero efectivamente corresponde a que los
organismos de estos sitios enfrentan un mayor estrés asociado al incremento en la
bioacumulacion de HPAs, lo que puede asociarse a la canalizacion de una mayor
cantidad de energia para mantener mecanismos de compensacion (incluyendo el estrés
oxidativo) y/o desintoxicacion y proteccion celular, siempre y cuando los organismos
cuenten con un suministro nutricional constante y adecuado en términos de cantidad y

de calidad.
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Excrecidn nitrogenada. De manera similar al consumo de oxigeno, la tasa de excrecion
nitrogenada de los organismos de P. Juarez y Astillero resultan similares entre si y son
mayores que las tasas registradas en los mejillones de Castillo. De acuerdo a Axiak y
George, (1987), la exposicion de Venus verrucosa a 100 pg /I de petréleo crudo por 145
dias, produjo un aumento tanto en el consumo de oxigeno como en la excrecion
nitrogenada, y sugiere que el incremento en el catabolismo de proteinas indica
condiciones de estrés. En bivalvos la tasa de produccion amoniacal se ha relacionado
frecuentemente con la disponibilidad de alimento, en funcion tanto de la cantidad del
alimento ingerido como de la composicion de la dieta, como ha sido sefialado en
Mytilus trossulus (Arifin y Bendell-Young, 2001). En este sentido, se esperaria una
relacion directa entre la cantidad de alimento ingerido y la tasa de excrecion

nitrogenada.

Al respecto, la mayor tasa de absorcién se registré precisamente en los organismos de
Puente Juérez y Castillo, lo que sugiere que la mayor excrecion nitrogenada observada
en estos organismos se relaciona con una mayor degradacion proteica de los
componentes dietéticos asimilados. Ello puede ser reflejo de un mayor nivel de estrés

en estos mejillones asociado a la vez con una mayor bioacumulacion de HPAs.

Relacion atémica O:N. En organismos acuaticos amoniotélicos, la integracion del
consumo de oxigeno y de la excrecion nitrogenada en la relacion atomica O:N es
referida como un indice de estrés y refleja la condicion nutricional de los organismos
(Lucas y Beninger, 1985; Widdows, 1993). En bivalvos, valores de la relacion O:N
menores a 30 indican un catabolismo predominante de proteinas, mientras que valores
superiores a 50 denotan un elevado catabolismo de lipidos y carbohidratos; cuando se
presentan condiciones de inanicion o raciones alimenticias muy bajas, el valor de este
indice es cercano a 20, pero se eleva a 40 o 50 cuando el alimento es abundante
(Widdows, 1985; Bayne, 1973).

La relacién O:N con frecuencia se emplea en la evaluaciéon del efecto toxico de los
contaminantes ambientales sobre los organismos acuéticos, y algunos autores sugieren
que los valores bajos en este indice denotan condiciones de estrés (Widdows, 1993). Sin
embargo, Ojea et al., 2004, sefialan que es necesario considerar la importante influencia
de la cantidad y calidad alimenticia, asi como del estado en el ciclo reproductivo sobre

el tipo de reservas y utilizacion de nutrientes empleados para satisfacer las demandas
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energéticas; asimismo, la interpretacion de este indice debe considerar los cambios
relativos y no basarse en valores absolutos. Si bien en el presente estudio no se
observaron diferencias significativas en la razon O:N entre los sitios de estudio, los
valores obtenidos denotan el catabolismo principalmente de proteinas en los organismos
de P. Juérez y Astillero (O:N: 16.3-15.3) mientras que en los individuos de Castillo los
lipidos también participan en el metabolismo energético (O:N: 37.5). No obstante, para
efectuar una interpretacion adecuada de la relacion O:N como un indice nutricional de
estrés es pertinente considerar los recursos alimentarios disponibles en el entorno de los
organismos o bien otros factores enddgenos que determinaron un comportamiento

notablemente diferente en su metabolismo energético.

Cabe destacar que los bivalvos analizados se encontraban en etapa reproductiva, lo cual
permitia suponer el uso de un sustrato energético mixto para sustentar los
requerimientos proteinicos y lipidicos de la maduracion gonadica. De tal manera, los
valores de la relacion O:N en los organismos de Puente Juarez y Astillero reflejan una
condicion de estrés. De tal manera, mientras en El Castillo el sustrato energético
utilizado es mixto, en Puente Juarez y en Astillero se presenta un cambio de sustrato
probablemente relacionado con la cantidad y calidad del alimento. Sin embargo, este
cambio en si mismo sugiere condiciones de mayor estrés, lo cual puede ademas
relacionarse con la mayor bioacumulacion de HPAs registrada en los organismos de

estos dos ultimos sitios.

Campo de crecimiento. La integracion de las respuestas fisioldgicas evaluadas en el
balance energético de los bivalvos determin6 que los organismos de Puente Juarez y de
Astillero presentaran el mayor campo de crecimiento, de 244 y 127 J/h/g PS
respectivamente; si bien los valores de Astillero y Castillo no difirieron
significativamente, en el Gltimo sitio se obtuvo el menor campo de crecimiento de los
bivalvos, de 77 J/h/g PS.

En la literatura se refiere que los valores maximos del campo de crecimiento para el
bivalvo mitilido M. edulis, determinados bajo condiciones “déptimas”, en ambientes
pristinos con niveles minimos de contaminacién, son de 20-25 J/h/g (Widdows et al.,
1995). En esta especie, los valores entre 10-16 J/h/g son tipicos de areas con una
influencia moderada de contaminantes (por ejemplo regiones costeras con influencia

urbana), mientras que valores inferiores a 5 J/h/g son caracteristicos de &reas
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industrializadas y urbanizadas con niveles significativos de contaminacion (Widdows et
al., 1995); los valores negativos indican un estrés severo, donde los animales se
encuentran en un balance energético negativo y emplean sus reservas corporales para

sobrevivir.

Asimismo, los trabajos que refieren una correlacion negativa entre la cantidad de
xenobidticos acumulados en mejillones provenientes de sitios altamente contaminados y
el campo de crecimiento son numerosos (Toro et al., 2003; Widdows et al., 1995;
Widdows et al., 2002). Toro et al. (2003) realizaron un estudio a lo largo de la costa
chilena, en tres estaciones con diferente grado de contaminacién, y registraron una
correlacion negativa entre la concentracion de HPAs en los tejidos de Choromytilus
chorus y el consumo de oxigeno, la tasa de absorcion, la tasa de aclaramiento y el
campo de crecimiento. En los mejillones colectados en este sitio las concentraciones de
HPAs en tejidos fueron de 3.4 y 3.0 ug/g PS en primavera y verano, respectivamente y
el campo de crecimiento evaluado resulté negativo en ambas temporadas. Esto sugiere
que los organismos se encuentran bajo un constante stress y resultan susceptibles a las
enfermedades, parasitos y depredadores (Toro et al., 2003). Cabe mencionar que las
concentraciones antes referidas por Toro et al. resultan similares a las registradas en el
presente estudio, por lo que se esperaria un efecto adverso en los mejillones de Estero
de Urias; aun maés, dado que en P. Juarez y Astillero se registré la mayor acumulacion
de hidrocarburos en los organismos, se esperarian los valores mas bajos en el campo de

crecimiento, en contraste con los resultados obtenidos.

Al respecto, cabe sefialar que en la literatura también se reportan estudios donde la
contaminacion de un ecosistema no resulta en un decremento del campo de crecimiento.
Widdows et al., 1997, realizaron evaluaciones en Mytilus galloprovincialis de la
Laguna de Venecia y determinaron altas concentraciones de metales e hidrocarburos
tanto en el medio como en los organismos. Sin embargo, se presentaron valores de
campo de crecimiento de 192 y 251 J/h/g PS, mostrando que los mejillones de este sitio
tienen potencial para tasas de crecimiento elevadas. Los autores plantean que se debe a
que las concentraciones de seston y de materia orgénica particulada, asi como las
condiciones de eutrofizacion en general, determinan grandes raciones de alimento para

los organismos.
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De manera similar, Puente Juarez recibe efluentes domésticos sin tratar, mientras que
tanto este sitio como Astillero reciben la influencia de la Bahia de Mazatlan, la que ha
sido categorizada como un sistema eutrofizado (Alonso-Rodriguez et al., 2000). De esta
manera, puede sugerirse que ain cuando los organismos de Puente Juarez y Astillero
presentan una mayor incorporacion de hidrocarburos en sus tejidos, las condiciones
alimenticias presentes en estos sitios les proporcionan, adn sin contar con la calidad
nutrimental adecuada, los recursos energéticos necesarios para compensar el efecto
deletéreo de los contaminantes e incluso presentar potencial de crecimiento y
reproduccion. Sin embargo, es necesario sefialar que el contenido de materia organica
determinado en el material organico particulado resulté similar en los tres sitios de
estudio. Es probable que el muestreo del agua de cada sitio se haya realizado en un
momento que no reflejo las condiciones que, ya sea por su frecuencia o por su
relevancia, caracterizan las raciones alimenticias realmente disponibles para los

mejillones.

Los resultados obtenidos en el campo de crecimiento en el presente trabajo, concuerdan
con el estudio reportado por Leal-Tarin (2007), quien evalud el esfuerzo reproductivo
de M. strigata en el Estero de Urias comparandolo con el de poblaciones de mejillones
de otros dos sistemas de la region. Los resultados muestran que los mejillones de Urias
presentaron el mayor esfuerzo reproductivo, correspondiente al 70%, y que los eventos
reproductivos se presentan durante todo el afio, ain cuando fue uno de los sitios mas
contaminados. El autor sugiere que estas poblaciones con mayor estrés antropogénico,
comprometen en la reproduccion los recursos destinados al crecimiento, ya que en Urias
se observo un decremento en la tasa de crecimiento. A la vez, propone que la exposicion
de los mejillones a los agentes toxicos del medio puede disminuir la viabilidad de su
descendencia. No obstante, el mayor campo de crecimiento registrado en el presente
estudio en los mejillones de P. Juarez y Astillero sugiere que a pesar de la
bioacumulacion de HPAs, los bivalvos cuentan con un suministro energético constante
que determina la canalizacién de recursos energéticos hacia el crecimiento (gonadico
y/o somético). Adicionalmente, los eventos reproductivos puede constituir un
importante mecanismo de depuracion, dado que los HPAs asi como los bifenilos
policlorados son compartimentalizados en la envoltura lipidica de los ovocitos
(Viarengo et al., 2007). Sin embargo, se requiere efectuar estudios futuros que
profundicen en la evaluacion de la condicion reproductiva y en la viabilidad de la
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descendencia de estos organismos, considerando tanto el efecto de la contaminacion

quimica como la disponibilidad de recursos energéticos.

En M. strigata, la menor proporcion de la energia absorbida se canalizé a la excrecion
nitrogenada (N) (0.7-1.4%, Tabla 14), comportamiento similar al descrito en otros
bivalvos (Widdows, 1993). En contraste con los organismos de Astillero y Castillo, los
provenientes de P. Juérez invirtieron en respiracion (R) una menor proporcion de la
energia absorbida (A), maximizando asi la canalizacién al crecimiento (P). De tal
manera, el mayor campo de crecimiento en los mejillones de Puente Juarez se relaciona
no sélo con la mayor energia absorbida sino con una distribucién energética que
eficientiza su potencial de crecimiento.

Tabla 14. Distribucién de la energia absorbida (A) entre los diferentes
componentes del balance energético (N, R, P) en los mejillones de los
diferentes sitios de estudio (J/h/g PS). Entre paréntesis se muestra el
porcentaje de cada componente respecto a la energia absorbida A.

Absorcién | Respiracion Excrecion Campo de
Sitio Nitrogenada | Crecimiento
A R
N P
p 264.74 18.83 1.89 244.02
Puente Juéarez (7.11) (0.71) (92.17)
Astillero 14951 19.90 2.09 127.53
(13.31) (1.40) (85.30)
. 9114 13.44 0.13 76.98
Castillo (14.75) (0.80) (84.46)

Asi, los resultados obtenidos en este estudio denotan la importancia de evaluar
biomarcadores integrales que den cuenta tanto de la condicion energética de los
organismos como del efecto de los contaminantes, aun en escenarios de elevada
complejidad ambiental como el Estero de Urias, sistema estuarino-lagunar donde se
presenta un alto impacto antropogénico y suministros de materia organica de diverso

origen.

8.5. Niveles de organizacion bioldgica.

Las correlaciones entre los HPAs totales bioacumulados y cada una de las respuesta
bioldgicas evaluadas se han abordado previamente en esta discusion. Sin embargo,
resulta relevante el andlisis entre las respuestas bioldgicas evaluadas que pueda dar
cuenta de relaciones explicativas y funcionales del efecto adverso de los xenobidticos a

nivel suborganismo y organismo. Respecto a las correlaciones entre los biomarcadores
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evaluados, la actividad EROD presentod correlaciones negativas con el indice de
condicion y el campo de crecimiento, por lo que seria posible sugerir que los valores
mas bajos de la actividad EROD sefialan ausencia de induccion por contaminantes
organicos y por lo tanto concuerda con un mejor estado fisiologico. Sin embargo, la
falta de correlacion de esta respuesta respecto a la concentracion de HPAs totales y su
sensibilidad a diversos factores naturales y antropogénicos, son elementos que dificultan
aceptar la validez de la interpretacion anterior y sugieren el probable efecto de factores
diferentes a los evaluados en el presente trabajo. Asimismo, se encontro una correlacion
significativa, también negativa, entre la concentracion de proteina en hemolinfa y la
actividad EROD. Nuevamente la multiplicidad de factores involucrados dificulta
encontrar elementos que expliquen de manera clara el origen o la naturaleza de la
correlacion. No obstante, los resultados obtenidos denotan que en un sistema costero
sujeto a multiestresores, la actividad EROD no es un biomarcador adecuado de

exposicion a HPAs.

Por otra parte, la mayor parte de las correlaciones entre las respuestas bioldgicas
evaluadas result6 acorde a la fisiologia de los organismos, encontrandose correlaciones
significativas (p<0.05) entre diversos biomarcadores de efecto. Entre ellas, la excrecion
nitrogenada se correlaciono con la eficiencia de asimilacion y con la relacion O:N. Si se
considera que la mayor parte de la excrecion nitrogenada representa al nitrégeno
removido por la degradacion de los aminoacidos dietarios excedentes (Campbell, 1990),
cabe esperar que un incremento en la eficiencia de asimilacion favorezca un mayor
ingreso de nitrégeno organico e incremente la excrecion nitrogenada. Asi, en M.
strigata como en otros bivalvos, el proceso de absorcion de nutrientes se relaciona
estrechamente con la excrecion nitrogenada (Hawkins, 1983). Por otra parte, la
correlacion entre excrecién nitrogenada y relacion O:N resulta previsible, dado que la
excrecion nitrogenada es uno de los pardmetros fundamentales en la determinacién de la

relacion atdbmica O:N.

Cabe sefialar que la concentracién de proteina muscular, el indice de condicion y el
campo de crecimiento mostraron correlaciones con un mayor nimero de respuestas, en
general con coeficientes superiores a 0.6, ademas de correlacionarse entre si, denotando

su caracter como biomarcadores integradores de procesos bioquimicos y fisiolégicos.
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La concentracion de proteina en el musculo abductor se correlacioné con la tasa de
aclaramiento, la tasa de absorcion, el campo de crecimiento y el indice de condicion.
Esto sugiere que una mayor capacidad de filtracion de particulas (indicada por la tasa de
aclaramiento) permite incrementar la absorcion de energia y la acumulacion de
proteinas en el masculo como sustancias de reserva, ademas de proporcionar recursos
energéticos para crecimiento y reproduccion, como lo indican las correlaciones con el
campo de crecimiento. De esta manera, un biomarcador bioquimico como la
concentracion de proteina en musculo, puede dar indicios del estado del organismo en

niveles de organizacion bioldgica superiores.

En el mismo sentido, el indice de condicién se correlacion6 positivamente con proteina
muscular, estabilidad lisosomal, relacion O:N y campo de crecimiento. La correlacion
entre la estabilidad lisosomal y el indice de condicion refiere que las condiciones de
estrés oxidativo, sefialadas por una respuesta celular como la estabilidad lisosomal,
efectivamente pueden dar cuenta del estado fisiologico general del organismo,
expresado en el indice de condicion. Asimismo, la correlacion entre el campo de
crecimiento y el indice de condicion sefiala a estos dos biomarcadores como indicadores
adecuados de la condicion energética de los organismos, que integran tanto los procesos
alimentarios como aquellos relacionados con la compensacion, reparacion, proteccion

celular y desintoxicacion de los xenobioticos.

Finalmente, el campo de crecimiento P presentd correlaciones significativas con la tasa
de aclaramiento y la tasa de absorcidn, lo cual podia esperarse dada su relacion en el
procesamiento y obtencion de datos (P se calcula a partir de la tasa de absorcion y ésta a
su vez considera la tasa de aclaramiento). Por otra parte, P se correlacioné con la
actividad EROD, la concentracion de proteina muscular y el indice de condicion,
correlaciones que se discutieron previamente. Asi, el campo de crecimiento sobresale
como un biomarcador ideal que refleja el estado fisiolégico general del organismo e
integra los procesos que, en diferentes niveles de organizacién bioldgica, se derivan de
los efectos tanto adversos como favorables asociados a la alteracién antropogénica del

ambiente.

Cabe resaltar que la falta de correlaciones claras entre los HPAs bioacumulados en M.
strigata y la magnitud de las respuestas bioldgicas observadas, sugiere la accion o

interaccidn simultanea de maltiples estresores ambientales caracteristicos del sistema de
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estudio. De tal manera, la evaluacion de biomarcadores multiples que se relacionan
explicativa y funcionalmente aunado al conocimiento de los recursos energéticos
disponibles para los organismos, adquieren gran relevancia en ambientes sujetos a
estresores multiples como los ambientes lagunares estuarinos. Por ende es fundamental
la seleccion de biomarcadores integradores que den cuenta del deterioro funcional
global en los organismos expuestos a la interaccion de multiples toxicos y otros
estresores ambientales.
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9. INTEGRACION Y CONCLUSIONES.

El acenafteno, el benzo (a)antraceno, el pireno y el benzo (a)pireno fueron los HPAS
dominantes en el sistema en términos de concentracion y frecuencia. Asimismo,
Astillero y El Castillo destacan como sitios de depdsito de acuerdo a la concentracion y
diversidad de HPAs registrados en los sedimentos de estos sitios. Sin embargo, no se
observé una relacion entre la concentracion de HPAs en el medio y la concentracion
acumulada por los individuos de M. strigata, dado que los organismos de P. Juarez y
Astillero presentaron la mayor bioacumulacion. Tanto la concentracion de materia
organica presente en los sedimentos como la naturaleza de los compuestos mas
abundantes de cada uno de los sitios, determinan diferencias notables en la
biodisponibilidad de los HPAs y en la capacidad de los mitilidos para eliminarlos. Por
otra parte, algunos rasgos fisiologicos particulares como la tasa de aclaramiento y la
eficiencia de asimilacion de los organismos pueden influir en la tasa de incorporacion
de contaminantes. Al respecto cabe sefialar que los mejillones de P. Juarez y de
Astillero presentaron la mayor eficiencia de asimilacion y también la mayor
biocumulacién de HPAs, mientras que los organismos de El Castillo tuvieron los
valores mas bajos en estos parametros. Puede sugerirse que una mayor eficiencia de
asimilacion involucre una mejor retencion no sélo de nutrientes sino también de
compuestos organicos, relacionandose con una bioacumulacién mas elevada. Todos los
factores mencionados pudieron afectar la posibilidad de observar una relacion entre la
concentracion de HPAs registrada en los sedimentos y la bioacumulacion de estos

compuestos.

La falta de concordancia entre los sedimentos y los organismos respecto a la presencia y
concentracion de los diferentes compuestos evaluados, resalta por una parte la
complejidad hidrodindmica y geodinamica del Estero de Urias y la multiplicidad de
factores involucrados en la biodisponibilidad de HPAs en un sistema como éste. Sin
embargo, denota la eficiencia de M. strigata como un organismo bioindicador y muestra
la conveniencia de evaluar este tipo de contaminantes en organismos, particularmente
mejillones, cuya acumulacion resulta menos *“susceptible” a la dindmica del sistema y
por ello mas estable que otras matrices ambientales como agua y sedimentos. En los
tejidos de este bivalvo se registraron compuestos, particularmente de alto peso
molecular, que no se encontraron en los sedimentos en el momento del muestreo pero

que estuvieron disponibles anteriormente para los organismos, por lo que resultan
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mejores indicadores de la biodisponibildad de los contaminantes y ello permite un
mejor biomonitoreo del sistema. Asimismo, debe considerarse que la capacidad de
acumulacioén de HPAs por parte de los mejillones, no es homogénea para todos los
compuestos y por ello no siempre es posible observar concentraciones proporcionales

entre los sedimentos y los organismos.

Entre las respuestas bioldgicas, la evaluacion de la actividad EROD se propuso en
primera instancia como un biomarcador de exposicion a los HPAs. Sin embargo, no
mostré un comportamiento consistente con los niveles de contaminantes acumulados en
los organismos, lo cual evidencia su limitacion como marcador bioldgico de los HPAs
en ambientes sujetos a la accion maltiple de xenobidticos y otros estresores ambientales
como el Estero de Urias. Asi, sobresale la posibilidad de que se presente en la actividad
EROD una induccion o inhibicién adicional a la de los HPAs, ya sea por otro grupo de
contaminantes o por factores enddgenos. Cabe sefialar que en relacion con los otros

biomarcadores evaluados, no se encontraron correlaciones de naturaleza evidente.

En cuanto a los biomarcadores de efecto, se observd que al incrementarse el nivel
biolégico de las respuestas evaluadas se encuentran resultados en apariencia mas
consistentes con la bioacumulacion de HPAs de cada sitio. En el nivel suborganismo,
Juarez y Astillero presentan respuestas con mayor probabilidad de asociarse a un estrés
inducido por contaminantes, ya que la estabilidad lisosomal fue menor en estos dos
sitios. Las concentraciones de proteina en hemolinfa y muasculo presentan varias
posibilidades de interpretacion de acuerdo al planteamiento de un escenario de
exposicion a los contaminantes aguda o crénica, por lo que se requiere de la evaluacion
de otras respuestas para una mejor interpretacion de la condicion fisioldgica de los
organismos. No obstante, P. Juarez referiria el mayor estrés bajo condiciones de
exposicion cronica, mientras que los organismos de Astillero presentarian un mayor

efecto tdxico al considerar una exposicién aguda.

Asimismo, el indice de condicion refiere que los mejillones de El Castillo presentan una
condicion fisioldgica superior a los organismos de Astillero, lo que puede relacionarse
tanto con un menor nivel de contaminantes como con condiciones nutricionales
adecuadas, como lo indican la mayor concentracion de clorofila registrada en este sitio y

la eficiencia de asimilacion significativamente diferente.
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De las respuestas a nivel organismo, las tasas de consumo de oxigeno y excrecion
nitrogenada, asi como la relacion O:N, presentaron una respuesta que en efecto parece
relacionarse con la mayor concentracién de HPAs en los bivalvos, donde Puente Juarez
y Astillero presentaron un comportamiento similar entre si pero diferente del presentado

por los organismos de Castillo, los que presentaron la menor bioacumulacion de HPAs.

En el mismo sentido, la evaluacion del campo de crecimiento muestra una condicion
parecida entre los organismos de P. Juarez y los de Astillero. Aun cuando se plantea que
estdn sometidos a un mayor estrés inducido por los contaminantes, en apariencia el
constante suministro nutricional les permite adquirir un elevado potencial de
crecimiento, si bien esto no garantiza la viabilidad de su descendencia (Leal-Tarin,
2007).

De acuerdo a los resultados obtenidos, Puente Judrez destaca como un sitio de alta
dinamica de corrientes con procesos de acumulacion de HPAs en los mejillones
diferentes de los de Astillero y El Castillo, donde la disponibilidad de alimento permite
a M. strigata sostener un esfuerzo reproductivo constante (Leal-Tarin, 2007) y un
elevado potencial de crecimiento, lo cual a su vez podria influir la bioacumulacion de
HPAs.

Resulta notable que la evaluacion de biomarcadores multiples, particularmente en el
nivel organismo, proporcionaron valiosa informacion sobre el efecto global ejercido por
el ambiente, particularmente en P. Juarez y Astillero. En estos sitios, la estabilidad
lisosomal, el consumo de oxigeno y la excrecidon nitrogenada refieren estrés por la
probable accion tdxica de contaminantes, mientras que el indice de condicion vy el
campo de crecimiento P sefialan que los recursos nutricionales son adecuados para

compensar este efecto adverso.

Los multiples aportes de compuestos xenobioticos al Estero de Urias, generan un grado
de complejidad temporal y espacial que incrementan a su vez la complejidad de la
interpretacién de los resultados obtenidos en el presente estudio. No obstante, una
visidn holistica permitié una adecuada evaluacion del sistema a través de la evaluacion

in situ de las respuestas bioldgicas de M. strigata.

El planteamiento previo resalta ademas la necesidad de establecer los niveles base de las

respuestas (sitios de referencia; estudios en laboratorio; estudios de trasplante) para
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adquirir elementos que conduzcan a conclusiones definitivas respecto al efecto de los
HPAs o de otros grupos de contaminantes en las poblaciones de Mytella strigata en el
Estero de Urias. Aln asi, la carencia de un sitio de referencia no impide llegar a
conclusiones utiles en un proceso de Evaluacion de Riesgo Ambiental (ERA) realizado
mediante la Ponderacion de Lineas de Evidencia (WOE, por sus siglas en inglés), si la
informacidon disponible se evalla de una manera adecuada para compensar la falta de

una referencia de comparacion (McPherson et al., 2008).

En el mismo sentido, Chapman y Hollert (2006) refieren que la evaluacion de
biomarcadores de efecto de nivel organismico, constituye una Linea de Evidencia
(LOE, por sus siglas en inglés) en la Evaluacion de Efectos de un estudio de ERA, y al
integrarse con la formulacion del problema, la evaluacién de la exposicion y la
determinacion de causalidad, permite determinar de manera definitiva la alteracion de
un sistema por los contaminantes o bien la necesidad de estudios adicionales para llegar

a conclusiones definitivas (Chapman, 2007).

En el presente estudio, el consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada parecen
relacionarse con la concentracion de HPAs bioacumulados, mientras que la estabilidad
lisosomal, el indice de condiciébn y el campo de crecimiento mostraron un
comportamiento que refleja el efecto de estresores multiples, por lo que resulta viable la
integracion de estos biomarcadores como lineas de evidencia. En el macroproyecto
dentro del cual se inserta el presente estudio, al sumar a éstos los resultados obtenidos
en especies de otros niveles troficos, como esta planteado, se podra determinar con
mayor precision la relevancia ecoldgica de la exposicion a los contaminantes presentes

en el Estero de Urias (Galloway et al., 2004).

Asi, los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian la utilidad de un enfoque
de biomarcadores multiples en Evaluaciones de Riesgo Ambiental, ademas de sefialar a
Mytella strigata como un organismo adecuado para evaluar los efectos de estresores

multiples en ambientes tropicales complejos como el Estero de Urias.
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ANEXOS

ANEXOS.

Parametros ambientales en las estaciones de muestreo.

Durante la colecta de organismos y muestras ambientales en las estaciones de muestreo del
Estero de Urias, Sinaloa, se registraron diferentes parametros fisicoquimicos (Tabla 1).
Asimismo se determinaron otros pardmetros importantes como el contenido de materia
orgénica en agua y sedimentos, asi como la concentracion de clorofila en particulas
suspendidas. De acuerdo a los resultados obtenidos, no se observaron diferencias en la
temperatura, la salinidad, el pH del agua, el pH de sedimento o la concentracion de materia
organica particulada (MOP). Por otra parte, en Puente Juarez se presentd la menor
concentracion de clorofila y de MO en sedimentos, mientras que en Castillo se registré la
mayor concentracion de oxigeno disuelto. Astillero presenta el mayor contenido de materia

orgénica en sedimentos y una concentracion de clorofila cercana a la de Castillo.

Tabla 1. Caracteristicas ambientales de las estaciones de muestreo en Estero de Urias. Se
muestra valor promedio en clorofila a, MOP y % MO en sedimento.

Hora de|Temp |Salinidad |pH pH oD Clorofila | MOP |%MO

colecta °C ups agua |sedim. |mgO,/l | apg/ mg/l |sedim.
P.Juarez |9:44 251 344 7.69 |7.0 4.8 0.694 0.112 |6.23
Astillero | 12:30 28.9 |35.0 7.6 6.9 5.8 9.25 0.119 |17.83
Castillo  |14:49 28.3 |36.4 739 |7.0 8.3 10.318 0.120 |10.28

2. Correlaciones

Se analizaron las correlaciones de todas las respuestas bioldgicas evaluadas con cada uno de

los HPAs determinados en los tejidos de M. strigata (Tabla 2), asi como las correlaciones

entre las respuestas biolégicas (Tabla 3). En el anélisis de cada correlacion, cuando al menos

una de las respuestas biologicas de no presentd una distribucion normal de los datos u

homosedasticidad se aplicé la prueba no paramétrica de Spearman, mientras que en los demas

casos se aplico el analisis de Pearson (Zar, 1999).
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Tabla 2. Correlaciones entre las respuestas evaluadas y cada uno de los HPAs determinados en los tejidos de M. strigata en el Estero de
Urias. Se incluye el coeficiente de correlacion (r) y la significatividad de la correlacién (p).

acenafteno | fluoreno | fenantreno | antraceno | fluoranteno | pireno | Benzo(a) | criseno | Benzo(@) | APM BPM | TOTALES
antraceno pireno
Actividad r -0.775 0.508 0.164 -0.846 0.164 -0.775 | -0.751 |-0.751| 0.751 -0.775 | -0.775 | -0.775
EROD* p 0.002 0.076 0.592 0.000 0.592 0.002 0.003 0.003 0.003 0.002 | 0.002 0.002
Proteina r 0.235 -0.310 | -0.275 0.446 -0.275 0.298 0.527 0.591 | -0.567 0.270 | 0.235 0.235
en hemolinfa* | p 0.229 0.108 0.157 0.017 0.157 0.123 0.004 0.001 0.002 0.164 | 0.229 0.229
Proteina r 0.66 -0.1831| 0.1271 0.64 0.3867 0.496 0.535 0.627 | -0.3753 | 0.493 | 0.5258 | 0.4971
en misculo | p 0.000 0.324 0.496 0.000 0.032 0.004 0.002 0.000 0.037 0.005 | 0.002 0.004
Estabilidad r 0.186 -0.817 | -0.759 0.518 -0.759 0.186 0.744 0.744 | -0.744 0.186 | 0.186 0.186
lisosomal* p 0.445 0.000 0.000 0.023 0.000 0.445 0.000 0.000 0.000 0.445 | 0.445 0.445
indice de r 0.392 -0.732 | -0.546 0.627 -0.277 -0.107 0.759 0.664 | -0.783 | -0.114 | -0.051 | -0.106
condicidn p 0.047 0.000 0.004 0.001 0.171 0.603 0.000 0.000 0.000 0.581 | 0.803 0.607
Tasa de r 0.262 -0.321 | -0.183 0.343 -0.023 0.061 0.383 0.356 | -0.373 0.058 | 0.086 0.061
aclaramiento | p 0.217 0.126 0.393 0.101 0.915 0.778 0.065 0.088 0.073 0.789 | 0.690 0.776
Eficienciade | r 0.768 0.035 0.395 0.628 0.673 0.765 0.422 0.589 | -0.200 0.762 | 0.783 0.765
asimilacion | p 0.000 0.885 0.085 0.003 0.001 0.000 0.064 0.006 0.398 0.000 | 0.000 0.000
Tasa de r 0.716 -0.040 0.145 0.595 0.145 0.701 0.520 0.504 | -0.514 | 0.711 | 0.716 0.716
absorcion* | p 0.001 0.871 0.552 0.007 0.552 0.001 0.023 0.028 0.024 0.001 | 0.001 0.001
Consumode |r 0.489 0.429 0.635 0.276 0.700 0.687 0.014 0.223 0.226 0.688 | 0.676 0.686
oxigeno p 0.011 0.029 0.000 0.173 0.000 0.000 0.946 0.274 0.267 0.000 | 0.000 0.000
Excrecion r 0.413 0.347 0.528 0.233 0.592 0.583 0.018 0.189 0.178 0.584 | 0.574 0.583
nitrogenada | p 0.040 0.089 0.007 0.262 0.002 0.002 0.931 0.365 0.395 0.002 | 0.003 0.002
Relacion ON* | r -0.344 -0.392 | -0.442 0.003 -0.442 -0.367 0.081 0.059 | -0.071 | -0.360 | -0.344 | -0.344
p 0.108 0.064 0.035 0.988 0.035 0.085 0.712 0.791 0.748 0.092 | 0.108 0.108
Campo de r 0.685 0.041 0.106 0.543 0.106 0.696 0.526 0.537 | -0.533 0.692 | 0.685 0.685
crecimiento* | p 0.001 0.869 0.666 0.016 0.666 0.001 0.021 0.018 0.019 0.001 | 0.001 0.001
Negritas: p<0.05, r>0.5 *. Correlacién analizada con prueba de Spearman.
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Tabla 3. Correlaciones entre las diferentes respuestas bioldgicas (biomarcadores) evaluadas en diferentes niveles de organizacion bioldgica de
M. strigata en el Estero de Urias. Se incluye el coeficiente de correlacién (r) y la significatividad de la correlacion (p).

Actividad | Proteinaen | Proteinaen | Estabiidad | indicede | Tasade Eficenciade | Tasade | Consumode | Excrecion | Relacion | Campode
EROD* | hemdinfa* | mulsculo | lisosomal* | condicion | aclaramiento | asimilacion | absorcidon* oxigeno nirogenada ON* | crecimiento®
Actividad r -0.624 -0.382 -0.448 | -0.619 0.033 -0.755 -0.750 -0.052 -0.269 -0.087 -0.786
EROD* p 0.023 0.221 0.124 0.024 0.932 0.007 0.052 0.865 0.424 0.800 0.036
Proteinaen | r | -0.624 0.208 0.375 0.277 0.095 0.196 0.236 -0.022 0.070 -0.192 0.226
hemolinfa* | p | 0.023 0.297 0.113 0.171 0.667 0.420 0.345 0.914 0.738 0.380 0.367
Proteinaen | r | -0.382 0.208 0.245 0.923 0.927 -0.176 0.952 -0.493 -0.467 -0.205 0.951
musculo p| 0.221 0.297 0.328 0.025 0.024 0.777 0.013 0.399 0.428 0.740 0.013
Estabilidad | r | -0.448 0.375 0.245 0.811 0.307 -0.147 0.225 -0.361 -0.301 0.329 0.483
lisosomal* | p| 0.124 0.113 0.328 0.000 0.265 0.587 0.459 0.128 0.240 0.213 0.112
indice de r | -0.619 0.277 0.923 0.811 0.720 -0.122 0.424 -0.337 -0.450 0.494 0.624
condicion | p | 0.024 0.171 0.025 0.000 0.170 0.845 0.090 0.579 0.391 0.023 0.010
Tasa de r | 0.033 0.095 0.927 0.307 0.720 -0.216 0.865 -0.640 -0.397 0.114 0.656
aclaramiento | p | 0.932 0.667 0.024 0.265 0.170 0.727 0.000 0.245 0.508 0.642 0.002
Eficienciade | r | -0.755 0.196 -0.176 -0.147 | -0.122 -.2158 0.325 0.754 0.906 0.018 0.266
asimilaciéon | p | 0.007 0.420 0.777 0.587 0.845 0.727 0.237 0.141 0.034 0.950 0.358
Tasa de r | -0.750 0.236 0.644 0.225 0.424 0.865 0.325 0.451 0.247 0.025 0.978
absorcién* | p | 0.052 0.345 0.003 0.459 0.090 0.000 0.237 0.069 0.324 0.930 0.000
Consumode | r | -0.052 -0.022 -0.493 -0.361 | -0.337 -0.640 0.754 0.451 0.783 -0.368 0.279
oxigeno p| 0.865 0.914 0.399 0.128 0.579 0.245 0.141 0.069 0.117 0.092 0.277
Excrecion | r | -0.269 0.070 -0.467 -0.301 | -0.499 -0.397 0.906 0.247 0.783 -0.844 0.240
nitrogenada | p | 0.424 0.738 0.428 0.240 0.391 0.508 0.034 0.324 0.117 0.000 0.336
Relacion r | -0.087 -0.192 -0.222 0.329 0.494 0.114 0.018 0.025 -0.368 -0.844 -0.179
ON* p| 0.800 0.380 0.321 0.213 0.023 0.642 0.950 0.930 0.092 0.000 0.524
Campode | r | -0.786 0.226 0.560 0.483 0.624 0.656 0.266 0.978 0.279 0.240 -0.179
crecimiento* | p | 0.036 0.367 0.013 0.112 0.010 0.002 0.358 0.000 0.277 0.336 0.524
Negritas: p<0.05, r>0.5 *. Correlacién analizada con prueba de Spearman
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