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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron biomarcadores de estrés ambiental a distintos
niveles de organizacion biolégica en dos especies nativas de diferente nivel tréfico (la
lisa blanca Mugil curema y el mejillén de mangle Mytella strigata), en los ecosistemas
lagunares-estuarinos de Ensenada del Pabellén, Estero de Urias y Estero Teacapan en
el estado de Sinaloa. Estos sistemas presentan diferentes escenarios de contaminacién
de origen antropogénico. Ensenada del Pabellén recibe las aguas de retorno de miles
de hectareas de agricultura intensiva y los efluentes residuales de dos ingenios
azucareros. El Estero de Urias recibe una diversidad de contaminantes a consecuencia
de las descargas de residuos urbanos e industriales, ademas de los residuos generados
por la flota pesquera, actividad turistica, una planta termoeléctrica, agricultura y
acuicultura. El Estero de Teacapan recibe efluentes provenientes de la agricultura,
ganaderia y actividad minera. El objetivo del presente estudio fue evaluar la variacién
espacio-temporal de algunos biomarcadores moleculares y biolégicos en M. curema 'y
M. strigata como indicadores de efectos ocasionados por multi-estresores durante un
periodo anual. Los resultados se analizan buscando establecer relaciones entre los
biomarcadores como respuesta a las condiciones ambientales, poniendo en contexto
respuestas con baja relevancia ecoldgica (por ejemplo respuestas a nivel molecular y
celular) y respuestas con alta relevancia ecoldgica (por ejemplo alteraciones
reproductivas e indices bioldgicos). El conjunto de biomarcadores evaluados en ambas
especies reunen evidencias que permiten valorar la salud de cada ecosistema: la
proporcion de sexos en M. curema fue constante y significativamente mayor para
hembras de los tres ecosistemas, lo que podria estar relacionado con alteraciones
ambientales. Asimismo, la poblacién de M. curema del Estero Teacapan presento la
mejor condicidon reproductiva, menor estrés hepatico y mejor condicién general
reflejados en los indices bioldgicos; por el contrario, los datos obtenidos en los sistemas
de Ensenada del Pabelldén y el Estero de Urias indican efectos negativos en la salud
poblacional probablemente por la presencia de estresores ambientales de origen
antropogénico. En M. strigata, los indices de condicién biolégica fueron indicadores
principalmente de la presencia de materia organica y enriquecimiento de nutrientes en
los ecosistemas, sobresaliendo el Estero de Urias y Ensenada del Pabellon. La
correlaciéon positiva entre Hsp70 y CYP450 sugiere que ambos genes responden de
manera similar a estresores en los tres ecosistemas y por lo tanto pueden ser buenos
biomarcadores de estrés ambiental. En conclusion, las especies con diferentes
escenarios de exposicion a contaminantes dentro de un mismo ecosistema, utilizadas
como bioindicadores de estrés ambiental pueden dar cuenta del grado de impacto
general como es el caso de M. curema por su caracter necténico; también de
escenarios particulares o puntuales con especies sésiles como M. strigata. Ambas
especies pueden ser consideradas como candidatas a estudios de biomonitoreo
ambiental. En términos de estrés ambiental, los resultados del presente trabajo se
podrian compendiar de la siguiente manera: Estero de Urias > Ensenada del Pabellén >
Estero de Teacapan. Este estudio es parte de un proyecto multidisciplinario e
interinstitucional que persigue proporcionar informacion relevante del estado de salud
de los ecosistemas estudiados.




ABSTRACT

The present study evaluated biomarkers of environmental stress at different levels of
biological organization in two native species of different trophic level (white mullet Mugil
curema and mangrove mussel Mytella strigata) in the lagoon-estuarine ecosystems of
Ensenada del Pabellon, Estero de Urias and Estero Teacapan in the state of Sinaloa.
These systems present different scenarios of anthropogenic pollution. Ensenada del
Pabellon estuary receives runoff water from thousands of hectares of intensive
agriculture and wastewater effluents from two sugar mills. The Urias estuary receives a
variety of pollutants as a result of discharges of urban and industrial wastes, in addition
to the waste generated by the fishing fleet, tourism, a thermoelectric plant, agriculture
and aquaculture. Teacapan estuary receives effluents from agriculture, cattle ranching
and mining activities. The aim of this study was to evaluate the spatial and temporal
variation of selected biological and molecular biomarkers in M. curema and M. strigata
as indicators of multiple stressors over a year period. The results are analyzed in order
to establish relationships between biomarkers as responses to environmental conditions,
placing in context responses of low ecological relevance (eg responses at the molecular
and cellular levels) with those or high ecological significance (eg reproductive disorders
and biological indicators). The set of biomarkers evaluated in both species gather
evidences aimed as assessing the health of the ecosystem: sex ratios in M. curema
were consistently and significantly higher for females in all three ecosystems, which
could be related to environmental deterioration. Also, the population of M. curema in
Teacapan presented the best reproductive condition, lower hepatosomatic index and
better overall biological condition. In contrast, the data obtained in Ensenada del
Pabellon and Estero de Urias systems indicated adverse population health effects
probably caused by environmental stressors of anthropogenic origin. In M. strigata,
biological condition indices seemed to respond to the presence of organic matter and
nutrient enrichment of the coastal lagoons, particularly in the Estero de Urias and
Ensenada del Pabellon. The positive correlation between Hsp70 and CYP450 suggests
that both genes respond similarly to stress factors in the three ecosystems, and
therefore can become good indicators of environmental stress. In conclusion, species
with different scenarios of exposure to contaminants within the same ecosystem, used
as bioindicators of environmental stress can give an account of the degree of overall
impact as it is the case of M. curema for its nektonic character, as well as possible site-
specific scenarios with sessile species such as M. strigata. Both species can then be
considered as candidates for environmental biomonitoring. In terms of environmental
stress, the results of this study could summarize as follows: Estero de Urias > Ensenada
del Pabellon > Estero Teacapan. This study is part of a multidisciplinary and inter-
institutional project that intends to provide relevant information on health status of
coastal ecosystems.
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GLOSARIO

Bioacumulacion: Aumento progresivo, en funcidon del tiempo, de la concentracion en un

organismo de una sustancia que procede de su ambiente.

Bioindicador: Organismos que pueden reflejar cambios bioldgicos,  quimicos o fisicos
atribuidos a condiciones ecoldgicas particulares, los cuales pueden ser Utiles para

evaluar estrés ambiental:

Biomarcador: Cambios cuantificables a diferentes niveles de organizacién biolégica
(molecular, bioquimico, fisioldgico y conductual) inducidos por contaminantes y otros
estresores ambientales que permiten establecer alteraciones bioldgicas tempranas y

cuyos cambios, de manera ideal, establecen una relacion de causalidad.

Disfuncién endocrina: Ocurre cuando una sustancia quimica afecta el balance normal

de las funciones hormonales en los organismos.

Estrogénico: Todo compuesto, de la naturaleza quimica, sintético o no, que sea capaz

de generar el estro en un animal hembra.
Mutagénico: Agente (fisico, quimico o biolégico) que puede inducir mutacién genética.

Teratogénico: Capacidad de un agente fisico o quimico para causar malformaciones
estructurales permanentes o alteraciones en el desarrollo del feto, es decir, defectos

congenitos.

Xenobidtico: Producto sintético u organico que no es utilizable en los ciclos
biogeoquimicos naturales ni en el metabolismo de los seres vivos y que, sin embargo,
puede ser objeto de transformaciones por parte de los mecanismos metabdlicos de

éstos (biotransformaciones).
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Utilizacion de biomarcadores en peces y moluscos como indicadores de estrés ambiental en ecosistemas estuarinos
Inst. Cienc. Mar y Limnol. Univ. Nal. Autén. Méx. Rios-Sicairos, 2008

1. INTRODUCCION

Las lagunas costeras presentan una alta heterogeneidad fisiografica y reciben
aportes de aguas continentales y oceanicas, conformando el caracteristico flujo de
energia cinética por efecto de vientos y corrientes de marea que causan la circulaciéon
de nutrientes, materia organica, plancton y larvas, lo que los hace ecosistemas
altamente productivos (Odum, 1988). Por esta razén, estos sistemas lagunares
(incluidos los del Pacifico Mexicano) tienen un especial interés econémico y ecologico.
Por otro lado, estos mismos sistemas son zonas de refugio y criaderos naturales para
muchas especies de peces, crustaceos y moluscos de interés comercial (Alvarez-
Cadena et al., 1984), recursos que en los ultimos afios han estado sujetos a cambios
por sobrepesca y contaminacion a distintos niveles causados por las actividades

antropogénicas (Yanez-Arancibia, 1976).

En la actualidad, el acelerado incremento demografico y desarrollo tecnolégico,
ha ocasionado la modificacion y deterioro de las cuencas hidrologicas y, con ello,
cambios en las condiciones naturales de las aguas costeras que son el receptor final de
descargas agricolas, urbanas e industriales, donde se presentan graves problemas
ecologicos, socioeconomicos y de salud (Paez-Osuna y Osuna-Lépez, 1990; Pathiratne
y George, 1996).

En los ecosistemas lagunares-estuarinos, los contaminantes se encuentran tanto
en la columna de agua como en los sedimentos y la resuspension de éstos esta en
funcién de su solubilidad, estructura de la particula sedimentaria, actividades biolégicas,
influencia de la velocidad del agua cercana a la columna sedimentaria y condiciones
fisico-quimicas del medio (Galindo et al., 1992; Chen y Chen, 1999; Soto y Paez, 2001;
Riba et al., 2003). Las propiedades quimicas del agua estuarina favorecen la
acumulacién de contaminantes con baja solubilidad en sedimentos finos, pero pueden
permanecer biolégicamente activos, lo cual incrementa riesgos de toxicidad crénica y
aguda en la fauna bentonica (Osuna-Lépez et al., 2001). Debido a que los
contaminantes estan mayormente concentrados en granos finos, éstos pueden no estar

distribuidos uniformemente en el estuario (Weis y Weis, 1994) y es necesario, en
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estudios de monitoreo ambiental, disponer de una amplia bateria de biomarcadores que
pueda proveer bases validas para la interpretacion de estudios ecotoxicologicos
(Beliaeff y Burgeot, 2002).

Asi pues, un biomarcador es una respuesta biolégica susceptible a ser medida
e inducida por uno o varios xenobidticos (incluso otros estresares ambientales) en
células, componentes celulares o procesos bioquimicos, estructuras o funciones que
pueden ser medidas en una muestra o sistema biolégico (Nacional Research Council,
1987). En un contexto toxicologico, los biomarcadores son considerados como
indicadores sensibles a efectos tempranos que muestran que los contaminantes han
entrado al organismo y se han distribuido en sus tejidos produciendo efectos toxicos
(McCarthy y Shugart, 1990), los cuales pueden ocasionar lesiones como la formacién
de aductos y dafio al ADN, alteracién endocrina y cambios en la funcién reproductiva,
pérdida de crecimiento, dafios en 6rganos, desequilibrios en la condicion biolégica
general, mortalidad, entre otros (Sorensen et al., 2001; Battaglin y Fairchild, 2002; De
Metrio et al., 2003; van der Ven et al., 2003).

La utilizacion de biomarcadores a diferentes niveles de organizacion bioldgica es
una herramienta util para monitorear algunos efectos (actividad enzimatica, expresion
de genes, alteraciones en 6rganos, crecimiento, entre otros) de la contaminacién en
ecosistemas costeros (Leatherland et al., 1998) ya que: (a) permiten la deteccion vy
medicidén de sustancias o compuestos quimicos, sus metabolitos o el producto de la
interaccién entre el xenobidtico y determinada molécula o célula que puede ser medido
en un compartimento del organismo (biomarcador de exposicion), (b) que miden
respuestas moleculares, bioquimicas, fisiolégicas u otras alteraciones en tejidos o
fluidos que puedan ser reconocidas y asociadas con posibles alteraciones en la salud o
enfermedad del organismo (biomarcadores de efecto), o bien, (c) que indican la pérdida
0 adquisicion de la habilidad de un organismo a responder al cambio provocado por un
xenobidtico especifico, incluyendo factores genéticos y cambios que alteren su
susceptibilidad a dicha exposicion (biomarcador de susceptibilidad) (van der Oost et
al., 2003).
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Segun Cajaraville et al. (2000), los moluscos bivalvos son considerados especies
centinelas apropiadas para medir la mayoria de los biomarcadores (excepto para la
induccion del sistema P450), lo cual podria ser medido en peces. La seleccion tanto de
un biomarcador de contaminacion como del organismo centinela es muy importante ya
que ciertos biomarcadores pueden ser apropiados en una especie, pero presentar
respuestas diferentes en otra Deben elegirse organismos que interactuen directamente
con los contaminantes, que sean de facil manejo e identificacion, de ciclos de vida
preferentemente cortos y residentes permanentes del ecosistema; entre estos
organismos destacan los moluscos y peces como grupos centinela (Smith y Suthers,
1999; Lester, et al., 2001; Roy et al., 2003), que son objeto del presente estudio.

Entre las respuestas a nivel molecular frecuentemente estudiadas en distintos
grupos de organismos, se encuentra la expresion de proteinas de estrés Hsp70 (Heat
shock protein-70kDa), las cuales pertenecen a una familia de proteinas altamente
conservadas, presentes en el citoplasma celular de muchos grupos animales, pueden
verse inducidas por la sintesis de compuestos endégenos o por la presencia de estrés
de tipo exodgeno (Hamdoun et al., 2003). Esta familia de proteinas cumple funciones
muy importantes a nivel celular entre las que destacan conservar la integridad de otros
grupos proteinicos ante agentes estresores, estan presentes durante el desarrollo
embrionario de los organismos, asi como en tejidos reproductivos manteniendo
funciones asociadas a la integridad del ADN en la division celular, entre otras (Neuer, et
al., 2000). La induccion de Hsp70 ha sido identificada en organismos expuestos a
cambios ambientales o estresores quimicos, por lo que son utilizadas como posible
biomarcador de alteraciones homeostaticas (hipertermia, cambios osmdéticos) vy
macromoleculares (dafio al ADN o proteinas, lipoperoxidacion) en ambientes
contaminados (Kultz, 2005).

Por otro lado, otro biomarcador ampliamente utilizado es la expresion de
proteinas de la superfamilia de oxidasas de funcidn mixta (MFO) dependientes de
citocromo P450 que en condiciones normales participa en el metabolismo de

compuestos enddégenos como el colesterol, acidos grasos, acidos biliares y hormonas
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esteroides (Sanderson y van den Verg, 2003), asi como en la biotransformacion de
compuestos exdgenos a través de enzimas cataliticas de oxidacion, reduccién e
hidrdlisis (fase de bioactivacion) (Orellana y Guajardo, 2004). En una segunda fase, los
metabolitos bioactivados son conjugados con productos del metabolismo enddégeno
(glucuronato, glutation, 3’-fosfoadenosin-5-fosfosulfato, etc.) y subsecuentemente
eliminados por el organismo (Siroka y Drastichova, 2004). La desintoxicacién de
sustancias genotoxicas por el sistema de oxidasas de funcidn mixta (P450),
ocasionalmente produce reactivos quimicos intermediarios los cuales son altamente
electrofilicos y pueden covalentemente unirse a bases nitrogenadas de ADN formando
aductos (Ching et al., 2001). Esta pérdida en la integridad del ADN puede inducir
mutaciones, aberraciones cromosomales, asimismo enfermedades genotdéxicas como

canceres (Nigro et al., 2002).

El presente estudio aborda el monitoreo de dos especies estuarinas de diferente
grupo taxonomico, con diferente estado tréfico, ecolégicamente importantes con
escenarios de exposicion y capacidad de respuesta particulares a xenobioticos y otros
cambios ambientales a nivel molecular e individual debido a su metabolismo, habitos
alimenticios y capacidad de bioacumulacion, entre otros. Por un lado, Mytella strigata es
una especie de molusco bivalvo de caracter sésil con amplia distribucidn geografica,
habitos alimenticios filtradores que presenta contacto con sedimentos y el detritus de
manglar, por poseer un metabolismo sencillo tiene la habilidad de secuestrar algunos
metales, contaminantes lipofilicos como hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs),
plaguicidas clorados y bifenilos policlorados (PCBs) (Lam y Wu, 2003), es potencial
candidato para representar condiciones puntuales en el ecosistema. La segunda
especie Mugil curema pertenece al grupo de los peces, nectonica residente de lagunas
costeras con distribucion cosmopolita (Harrison, 1995; Castro-Aguirre et al., 1999;
Froese y Pauly, 2003) con habitos alimenticios detritivoros e incorpora cantidades
importantes de sedimentos (Yanez-Arancibia, 1976) lo que representa una via de
ingestion de contaminantes biodisponibles en dicho sustrato (Van Veld et al., 1990).
Sus caracteristicas de movilidad y exposicién a diversos xenobidticos via gastrica y

respiratoria principalmente, hacen que esta especie represente la condicion general del
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ecosistema. Ademas, ambas especies son de importancia comercial local y
ocasionalmente de consumo humano, lo que tiene implicaciones sobre posibles riesgos

en materia de salud publica.

Este estudio es parte de un proyecto multidisciplinario e interinstitucional para
realizar un analisis comparativo de los efectos ocasionados por estrés ambiental
mediante una bateria de biomarcadores integrados, que propone al bivalvo Mytella
strigata y el pez Mugil curema como especies indicadoras del grado de estrés ambiental
en los ecosistemas lagunares-estuarinos de Ensenada del Pabellon, Estero de Urias y
Estero Teacapan en el estado de Sinaloa. Los resultados se analizan buscando
establecer relaciones entre los biomarcadores como respuesta a las condiciones
ambientales, poniendo en contexto respuestas con baja relevancia ecoldgica
(moleculares y celulares) y respuestas con alta relevancia ecoldgica (alteraciones
reproductivas e indices biologicos). El estudio persigue proporcionar informacion
relevante del estado de salud de los ecosistemas estudiados y sentar las bases para

estudios de riesgo ambiental.
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2. ANTECEDENTES

Los sistemas lagunares estuarinos estan ubicados en la interfase continental y
marina, siendo receptores finales de descargas agricolas, urbanas e industriales lo que
puede causar deterioro en su composicién natural y en la biota que los integra por la

acumulacion de compuestos xenobioéticos (Pathiratne y George, 1996).

Los xenobidticos son productos sintéticos y organicos no utilizables en los ciclos
biogeoquimicos naturales ni en el metabolismo de los organismos en estudio y sin
embargo, al ser introducidos, pueden ocasionar alteraciones y subproductos

metabdlicos en los mismos (biotransformaciones) (Porte et al., 2002).

Por otro lado, los cambios o alteraciones en los sistemas lagunares pueden ser
estudiados mediante un monitoreo ambiental, que, se refiere al estudio de las
condiciones ambientales analizadas en base a multiples parametros bidticos vy
abioticos, seleccionados a escala espacial y temporal para conocer el estatus y
condiciones ecoldgicas de un ecosistema y preveer futuros riesgos y la sustentabilidad
de los recursos. En décadas pasadas los programas de monitoreo ambiental se
concentraban en la medicion de variables fisico-quimicas y solo ocasionalmente eran
incorporadas variables biolégicas, medidas que actualmente estan siendo adoptadas
por muchas naciones. En este contexto, los bioindicadores son organismos que
reaccionan a un estresor por alteraciones ambientales-bioldgicas y/o composicion
quimica y es posible a través de ellos inferir cambios significativos en el ambiente. En
general los bioindicadores son organismos de prueba o monitoreo de alta sensibilidad a
cambios ambientales, en los que se pueden cualificar y cuantificar sustancias en el
ambiente y en algunos casos detectar sus efectos a través de biomarcadores (Lam y
Wu, 2003).

En las ultimas décadas se han utilizado organismos acuaticos a distintos niveles
de organizacion biolégica (subcelular, tisular, poblacional, etc.) en condiciones
experimentales y en ecosistemas antropogénicamente alterados con la finalidad de

identificar los efectos de la contaminacion y su relevancia en el ambiente (Fig. 1). En
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este sentido, es aun de mayor valia, la utilizacion de bioindicadores nativos in situ para

monitorear alteraciones ambientales.

blomaru:.adc:res molecular
cambios "rapidos"
baja relevancia subcelular (organelos)
ecologica
celular

tisular

exposicion a

sistematico (Grganos)

organismo
poblacion
= am comunidad
efectos "tardios
alta relevancia .
ecosistema

ecologica

Figura 1. Representacion esquematica del orden secuencial de respuestas a estrés por contaminacion
dentro de un sistema bioldgico (van del Oost et al., 2002).

Estudios relacionados con efectos de contaminantes en ecosistemas acuaticos
como el de Macdowell-Capuzzo et al. (1988) sefialan que a nivel organismo los toxicos
pueden causar alteraciones que afectan la funcion de sus sistemas, con la potencial
reduccion de la viabilidad en las larvas y anormalidades en los gametos y el desarrollo
embrionario, entre otros. En 1995, Davis estudid los efectos de la exposicidn en
organismos silvestres a mezclas de plaguicidas, metales pesados, fitoesteroles,
vitaminas y plastificantes reportados como teratogénicos, ocasionando serios
problemas en su ciclo normal de vida, induciendo estas alteraciones incluso con

exposiciones subletales.

Por otro lado, Olsson (1998) demostraron que algunos trastornos en peces son
asociadas a contaminacion por metales pesados como cadmio, cobre, zinc y mercurio,
ocasionando dafios a nivel celular y neuroldgico en el organismo. Con relacion a la
exposicién de peces a metales, Zikic et al. (2001) estudiaron la exposicién de peces a

cadmio, zinc y cobre, reportando anemia por destruccion de eritrocitos y alteracion del
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metabolismo de carbohidratos y proteinas asi como alteraciones de glucosa sanguinea

e hipoxia en los organismos.

Los biomarcadores con baja especificidad como Hsp70, han sido estudiados en
conjunto con una serie de biomarcadores a distintos niveles de organizacion y analisis
quimicos. Triebskorn et al. (2002), analizaron peces silvestres y sedimentos expuestos
a mezclas urbanas e industriales, registrando una mayor expresién de Hsp70 en los
organismos expuestos a altas concentraciones de dichas mezclas de contaminantes,
llegando a un limite maximo, sin embargo detectaron que la expresion de Hsp70
después de ciertas concentraciones altas del quimico declinaba a un limite umbral;
ademas de detectar cambios de expresion relacionados con la estacionalidad
independientemente de la temperatura, por lo que el biomarcador debe manejarse con
cierta precaucion para evitar falsas interpretaciones sobre todo en estudios de campo

con organismos silvestres.

En este sentido, lIwama et al. (1999), estudiaron la induccién de las proteinas de
estrés Hsp70 bajo condiciones adversas, asi como su respuesta inespecifica a
estresores y su papel fisioldgico en peces; los autores mencionan la importancia de las
Hsp70 en el mantenimiento de la integridad de proteinas, previniendo translocacion
proteica, entre otras funciones, sugiriendo que el incremento en los niveles de Hsp70
induce tolerancia a subsecuentes estresores a nivel celular, tisular y del organismo
completo. Tal es el caso reportado por Adam et al. (2000) quienes evaluaron la
expresion de proteinas de estrés Hsp70 en embriones de pez zebra (Danio rerio) con el
promotor transgénico lacZ expuestos a temperaturas elevadas, demostrando que la
induccidon de la proteina puede ser un biomarcador de estrés térmico que
probablemente responda ademas a sustancias exégenas en el ambiente (Kultz, 2005) y

proponen a D. rerio como buen bioindicador de estrés ambiental.

Mediante un estudio realizado por Jans et al. (1997), se analizé la expresion de
Hsp70 y apoptosis folicular de peces expuestos a mezclas de desechos provenientes
de plantas procesadoras de papel, asociando la induccion de Hsp70 y la elevada

apoptosis folicular ovarica con tallas de ovario reducidas, decremento en la testosterona
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plasmatica y un incremento en las concentraciones plasmaticas de 17p-estradiol; sin
embargo no se determind si la induccion de Hsp70 esta directamente relacionada con la
apoptosis folicular o es una respuesta al estrés general ambiental. En otro estudio de
proteinas Hsp70 relacionadas con procesos reproductivos, Neuer et al. (2000)
identificaron la expresion de Hsp70 en casos de problemas de infertilidad en humanos
debido probablemente a la exposicion previa de pacientes a infecciones patoldgicas en
el tracto genital, lo que induce una respuesta inflamatoria persistente. Por otro lado
identificaron problemas de dafo citotdéxico, donde los leucocitos del endometrio
producen especies reactivas del oxigeno y citoquinas que son moduladas por la
expresion de Hsp, la cual juega un papel importante como agente anti-apoptosis.

Por otro lado, el sistema multi-enzimatico de oxidasas de funcién mixta (MFO)
participa de manera natural en el metabolismo de sustratos endégenos como acidos
grasos, hormonas, acidos biliares entre otros (Orellaba y Guajardo, 2004). Asimismo, el
sistema MFO participa en la desintoxicacién activa de sustancias xenobidticas por
medio del complejo multi-enzimatico denominado Citocromo P450 que cataliza
reacciones de oxidacion y excrecion de sus metabolitos y es ampliamente usado como
biomarcador de estrés inducido por quimicos organicos en muchos grupos de animales
acuaticos (Kirby et al, 2000). La induccién de citocromo P4501A en peces es
posiblemente el biomarcador mas utilizado para monitorear la presencia de sustancias
téxicas como HPAs y CBPs entre otros xenotoxicos en ambientes acuaticos (Aring y
Sen, 1999). Ejemplo de lo anterior, son las observaciones en el lenguado Pleuronectes
americanus expuesto a efluentes de descargas industriales que registr6 una alta
actividad de citocromo P450 en su forma de etoxiresorufin-o-desetilasa (EROD) (Khan y
Payne, 2002), la cual se ha reportado que es inducida por hidrocarburos poliaromaticos
(HPAs) y compuestos bifenil policlorados (BPCs) (Burgeot et al., 1994). La utilizacion en
peces del biomarcador CYP1A como isoenzima que se activa para la desintoxicacion
de muchos compuestos persistentes ha sido monitoreada ampliamente en los ultimos
afnos. Van Veld et al. (1990), reportan una elevada actividad de citocromo P450 en
intestino e higado de peces recolectados en ecosistemas riparios, asi como la

presencia de HPAs en sedimentos de los mismos ecosistemas, sugiriendo que el
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intestino juega un papel importante en la absorcion y metabolismo de HPAs y la
exposicion puede ser detectada utilizando este tipo de biomarcadores. También han
sido reportados otros compuestos relacionados con alteraciones en el sistema
enzimatico citocromo P450, entre ellos las dibenzodioxinas policloradas (DDPCs),
dibenzofuranos policlorados (DFPCs), compuestos alquilicos y metales (Aring et al.,
2000). Estos mismos autores mencionan que CYP1A se induce en peces para oxidar
benzo-a-pireno en presencia de epoxidos y formar el carcinégeno benzo-a-pireno 7,8
dihydrodiol 9,10-ep6xido (BPDE) el cual forma aductos con el ADN, por lo que este
biomarcador indica la presencia de estos grupos de compuestos quimicos, asi como
posibles riesgos en el ecosistema. Recientemente se han empleado técnicas
moleculares, como la reaccidon en cadena de polimerasa (PCR), para identificar la
expresion de CYP1A en organismos tanto en estudios de exposicion en laboratorio
como en el medio silvestre (Snyder, 1998; Waxman, 1999; Stegeman, 2000; Lewis et
al.,, 2002; Williams et al., 2003). Sin embargo son necesarios nuevos estudios que
identifiquen posibles relaciones de inhibicion de CYPs con la exposicién de compuestos
xenobidticos en organismos acuaticos para una mejor interpretacién de respuestas en

estudios de biomonitoreo ambiental.

Entre las mezclas de contaminantes en el ambiente, las sustancias genotdxicas
como benzo-a-pireno y otras sustancias altamente reactivas con el ADN, pueden
contribuir en defectos hereditarios a través de mutaciones en lineas de células
germinales y tener efectos teratogénicos y genotéxicos (Mitchelmore y Chipman, 1998;
Lyons et al, 1999). Algunos estudios para identificar aductos en ADN por contaminantes
especificos, son desarrollados en exposiciones de laboratorio como el realizado por
Malmstrom et al. (2000), exponiendo hepatocitos de peces a hidrocarburos especificos
como el benzo-a-pireno. Los autores identificaron aductos al ADN por medio de la
técnica del *P-post-marcaje, coincidiendo las concentraciones y el tiempo de
exposicién con el aumento en la cantidad de aductos en los hepatocitos, mostrando la
genotoxicidad de compuestos por aducciones hidrofilicas al ADN y en consecuencia

dafo a la integridad del material genético.

10
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Otro aspecto importante en el estudio de biomarcadores de estrés ambiental es
la condicion reproductiva y fisiolégica de los organismos, las cuales tiene estrecha
relacion entre si y estan sujetas a deficiencias y alteraciones por efecto de estresores
ambientales. Al respecto Couillard et al. (1999) en un estudio realizado en areas con
influencia de descargas industriales, analizaron el factor de condicion (FC) e indice
gonadosomatico (IGS) entre otros, donde el indice gonadosomatico fue mayor en dos
de los sitios mayormente contaminados con respecto a los de referencia, sin explicar las
posibles causas de dichas diferencias. Esta misma linea de investigacién ha sido objeto
de estudio por Smith y Suthers (1999), analizando los efectos de descargas de aguas
negras en indices de abundancia, condicion y mortalidad del pez Trachinops taeniatus
en la costa central de Australia, donde las hembras gravidas de localidades
mayormente contaminadas tuvieron indices gonadosomaticos similares a los sitios de
referencia pero con un numero significativamente mayor de huevos con tallas menores
que las localidades control. Asimismo, en estuarios contaminados principalmente con
HPAs, entre otros contaminantes, Kirby et al. (2000) encontraron indices
gonadosomaticos mayores que en los del sitio de referencia, atribuyendo esta razén a
que posiblemente los sitios contaminados contengan estrogenos que inducen una
maduracién sexual precoz; ademas analizaron el indice hepatosomatico, reportando
niveles 30% menores en el sitio de referencia que en los impactados, atribuyendo a que
el higado muestra menor actividad metabdlica cuando no estd expuesto a

contaminantes y por lo tanto presenta menor crecimiento.

En lo que respecta al monitoreo de contaminantes y sus efectos en la biota de la
zona de estudio, se han realizado investigaciones aisladas principalmente enfocadas a
determinar las concentraciones de algunos agroquimicos y metales pesados en
sedimentos y organismos. Para dar cuenta de los escenarios de contaminacion a los
que estan expuestos los sitios del presente estudio, a continuacién se muestran las
principales fuentes antropogénicas y las concentraciones en forma simbdlica de los
contaminantes detectados en cada sitio (Tabla 1), siendo segun estudios previos, el

sistema de Urias el de mayor afectacién por contaminantes, seguido por Ensenada del
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Pabellon y finalmente el Estero Teacapan en orden descendente de influencia

antropogénica.

Tabla 1. Escenarios de contaminaciéon en sistemas lagunares-estuarinos del estado de Sinaloa (Leal-

Tarin, 2007).

Con fines comparativos,

corresponden a altas(*™), moderadas (") y bajas ().

arbitrariamente

las concentraciones de contaminantes

Sistema Sitio Fuente de emision Contaminantes detectados
Agricultura-Ganaderia (5) Plag™, (4) Met™ (5)NyP™™
Acuicultura Antib”, NyP*, (7) MO”
Mapachera Ingenio azucarero (7yMO™ "
Ensgglada Urbano PAHs™, (6) Met™", Org dom™, (7) MO™,
Pabelln NYP
Agricultura-Ganaderia (5) Plag”, (4) Met”, (5) NyP"
Guamuchilera Acuicultura Antib™", NyP™", (7) MO™"
Urbano PHAs™, Met”, (8) Org dom™", MO™",
Plag”, NyP"
Industria (PEMEX- (10) PAHs™, (9) Met™
Juarez enlatadoras)
Flotas pesquera PAHs™", (9) Met™
Demanda bioquimica 0,
Estero de de oxigeno
Urias
Acuicultura Antib®, NyP", MO"
Agricultura Plag’, (9) Met’, NyP”
. Deposicién de (10) PAHs™, (9) Met™, Plag”, MO™, (8)
Sirena sedimentos Org dom™
Termoeléctrica T°C™, Biocidas™", (9) Met™, (10)
PAHs"™, PCBs"
Demanda bioquimica 0,
de oxigeno
Mineria (3)Hg™, ()Met™
Cr Agricultura-Ganaderia (1) Plag™, (2) Met™, NyP™
uces Acuicultura Antib", NyP", MO
Estero Salinidad NaCl ™™
Teacapan — - -
Mineria (3) Hg', Met
Urbano PAHs", Met’, Org dom”, MO, NyP"
Boca Agricultura-Ganaderia (1) Plag”, (2) Met", NyP”
Salinidad NaCl™"

Plag: plaguicidas, Met: metales, NyP: nitrégeno y fésforo, Antib: antibidticos, MO: materia
organica, PHAs: hidrocarburos poliaromaticos, Org dom: organismos dominantes, O,: oxigeno,
Hg: mercurio, NaCl: salinidad. (1) Galindo, et al., 1992; (2) Galindo, 2000, Alvarez, et al., 1986,
Amescua, et al., 1987; (3) Rodriguez, 2004; (4) lzaguirre et al., 1992; (5) Galindo et al., 1999;
Paez-Osuna et al., 1992; (6) Ruiz et al., 2002; (7) Paez-Osuna et al., 1998; (8) Paez-Osuna y
Marmolejo-Rivas, 1990); (9) Ruelas-Inzunza y Paez-Osuna, 2000; P4ez-Osuna y Marmolejo-
Rivas, 1990; (10) Alvarez, 1980.
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Dentro del area de estudio, el sistema lagunar de Ensenada del Pabellon, recibe
un escurrimiento de al menos 3,276 millones de metros cubicos por afo a través del rio
Culiacan (DEEE, 1985). Ademas, recibe las aguas de retorno (escorrentia) de 276 000
ha de agricultura intensiva de hortalizas y cereales del Valle de Culiacan y Navolato y
los efluentes residuales de los ingenios azucareros La Primavera y El Dorado aportando
diversos contaminantes, asi como una fraccion significativa de materia organica en
sedimentos entrantes al sistema (Paez-Osuna et al., 1998). Al respecto, Galindo-Reyes
et al. (1999) realizaron un estudio en sedimentos, columna de agua y organismos,
detectando la presencia de plaguicidas tales como el endrin, lindano, aldrin, DDT y sus
metabolitos, sefalandolos como una causa de mortalidades masivas y diversas
patologias de organismos en el sistema. En otro estudio realizado por Izaguirre-Fierro et
al. (1992) evaluaron los niveles de metales pesados en el musculo comestible,
branquias y visceras de Mugil curema y Tilapia mossambica en lagunas tributarias al
sistema, encontrando niveles de 6.4 ug/g de cobre en tejido comestible de M. curema,
concentracion considerada como alta pero que no rebasa los limites establecidos por la
Legislacion Internacional de Salud Publica. Por otro lado, Green-Ruiz y Paez-Osuna
(2001) analizaron la concentracion de metales pesados en sedimentos de 79 sitios
ubicados dentro del ecosistema Ensenada del Pabelldn, relacionando la presencia de
Cu, Cr, Mn y Pb con las descargas de drenes agricolas detectando un mayor
enriquecimiento particularmente con el Pb. Ruiz-Fernandez et al. (2003) emplearon
isétopos radioactivos para analizar metales traza y nutrientes en sedimentos del
sistema Ensenada del Pabellon, ademas sefalaron que en algunas estaciones de
muestreo cercanas a las descargas de drenes agricolas, los nutrientes y metales traza
pueden estar sujetos a remocion constantemente y reincorporarse a la cadena trofica

comprometiendo la salud del ecosistema.

Por otro lado, el estero de Urias es el sistema lagunar mas importante del Puerto
de Mazatlan y recibe una diversidad de contaminantes a consecuencia de las
descargas de residuos urbanos e industriales principalmente. De 1985 a 1995 el
sistema recibié un promedio anual de 22’ 075, 200 m? de aguas residuales y 58, 400 m?

de lodos a través de la planta de tratamientos primarios de Mazatlan (Osuna-Lopez et
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al., 1997). Para 1998, Paez-Osuna et al., reportan la generacion de 82, 000 m* por dia™
de mezclas de aguas residuales e industriales no tratadas, asi como un promedio de
lodos y solidos suspendidos de 42 ton por dia”, donde sélo el 40 % recibia un
tratamiento primario por la planta de tratamientos de aguas residuales de Mazatlan
(Soto-Jiménez et al., 2001). Tales descargas son fuente de materia organica,
detergentes, metales pesados, entre otros. En lo referente a la actividad industrial,
destacan por el volumen y tipo de aguas residuales que generan las industrias
procesadoras de alimentos de pescado y camardn y cooperativas pesqueras del puerto,
ademas de una fabrica de envases plasticos y el rastro municipal, Ademas, se suman
los residuos generados por la flota pesquera, la actividad turistica, una planta
termoeléctrica, la agricultura y la acuacultura, cuyas descargas son emitidas al sistema
sin existir un programa de monitoreo de efluentes. Cabe resaltar que estas industrias
pueden ser fuente importante de sustancias como bifenilos policlorinados (BPCs) o
hidrocarburos (Comision para la Cooperacion Ambiental CCA, 1997). Paez-Osuna y
Osuna-Lopez (1990) reportaron altas concentraciones de cobalto, manganeso, cobre,
plomo y otros metales pesados en sedimentos de distintas estaciones dentro del
sistema. Sin embargo, Paez y Tron (1996) reportaron bajas concentraciones de metales
en tejidos de camardn Litopenaeus vanameii en sistemas de cultivos asociados al
ecosistema. Asimismo, Villanueva y Botello (1996) mencionan bajas concentraciones de
metales pesados en sedimentos del sistema en comparacién a otras lagunas costeras
del Golfo de California. Por su parte, Méndez y Paez-Osuna (1998) reportan altas
concentraciones de cobre y plomo en el poliqueto Eurythoe coplanata siguiendo una
tendencia a la concentracion en sedimentos y proponen a la especie como potencial
bioindicador de contaminacién por metales en sedimentos. En otro estudio, Ruelas-
Inzunza y Paez-Osuna (2000) senalan la presencia en el sistema de altas
concentraciones de Cd, Mn y Zn en el mejillon Mytella strigata comparativamente con
los bivalvos C. corteziensis y F. dentivarians durante el verano de 1996, sefialando
como posible causa la distinta condicidon reproductiva de cada especie y por lo tanto la
biodisponibilidad y eliminacion de metales traza. De igual manera, Soto-Jiménez et al.

(2001) registran altas concentraciones de metales pesados en sedimentos asociados al

14



Utilizacion de biomarcadores en peces y moluscos como indicadores de estrés ambiental en ecosistemas estuarinos
Inst. Cienc. Mar y Limnol. Univ. Nal. Autén. Méx. Rios-Sicairos, 2008

emisor de la planta de tratamientos de Mazatlan, con altas concentraciones de Cd, Cu,
Mn y Zn en bivalvos durante el verano, resaltando una fraccion disponible de Cd
superior al 86 %. Asimismo, en otro estudio realizado por Soto-Jiménez y Paez-Osuna
(2001) detectaron en sedimentos finos del sistema una considerable tasa de
enriquecimiento en las concentraciones de Cd, Pb, Zn y Cu en estaciones cercanas a la
zona industrial, zonas profundas del sistema y el estero El Infiernillo, sin embargo no
sefalan a la granulometria de los sedimentos como factor determinante en la capacidad
para capturar metales entre sedimentos lagunares y de manglar. Pese a la actividad
industrial en este sistema lagunar-estuarino, se cuenta con pocos estudios sobre
compuestos bifenil policlorados (BPCs). Tal es el caso del realizado por Galindo-Reyes
et al. (2003) registrando Aroclor 1254 con mayor concentracion en sedimentos y una
serie de compuestos congéneres a éste, sin embargo en concentraciones por debajo de
la concentracién letal media (LCso) del camarén L. vannameii determinada en el mismo
estudio. Por otro lado, Galindo-Reyes et al. (2001) reportaron la presencia de
compuestos organoclorados (BPCs e insecticidas) en organismos del sistema y
destacaron que la agricultura y la acuicultura también pueden afectar al sistema por el
arrastre de sustancias quimicas como insecticidas y productos utilizados para el control

de enfermedades.

Por su parte, Méndez-Ubach (2002) refiere la utilizacion de anélidos como
organismos indicadores de alteraciones por efecto de actividades antropogénicas en el
ecosistema tomando en cuenta su estructura poblacional, sefialando las zonas de
descargas acuicolas y cercanas a la planta termoeléctrica con baja alteracion
antropogénica y muy alterada la zona cercana a las plantas procesadoras de alimentos,
donde se observé una total desapariciéon de la macrofauna. Recientemente, Fajer-Avila
et.al. (2006), estudiaron la diversidad parasitaria en la lisa Mugil curema como indicador
de impacto antropogénico entre el Estero de Urias y el Estero Teacapan, sefalando la
baja presencia del nematodo Contracaecum sp en el sistema de Urias como respuesta
a un escenario adverso para su potencial infectivo, caso contrario el copépodo
Ergasilus sp, que registré una alta abundancia en el Estero de Urias caracteristico de

hospederos en condiciones de estrés, sugiriendo que las interacciones entre
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hospederos y parasitos pueden reflejar las condiciones negativas que presenta un

sistema estuarino.

Ademas de este escenario de estudios, el sector naval emite descargas de
combustibles, aceites y sus derivados, pinturas anti-incrustantes, encontrandose
actualmente el sistema con sintomas evidentes de degradacion ambiental, lo cual pone

en riesgo las especies acuaticas y finalmente a la poblacion humana que las consume.

En el estero de Teacapan, la agricultura y ganaderia son las principales
actividades econdmicas y a esto puede deberse la presencia de plaguicidas en el
sistema. Galindo-Reyes et al. (1992) encontraron cantidades bajas de DDT, lindano,
isodrin, endrin, endosulfan, heptaclor y aldrin en sedimentos y agua del estero, sin
detectar alguno de estos compuestos en camarones peneidos. Asimismo, Galindo-
Reyes (2000) relaciona la mayor incidencia de residuos de plaguicidas encontrados en
los meses de julio-septiembre con el inicio del ciclo agricola de verano en los valles
aledanos al estero y el arrastre de plaguicidas con la llegada de las lluvias. El plaguicida
mas frecuentemente encontrado fue el lindano, debido probablemente al empleo de
esta sustancia en el combate de garrapatas y otros ectoparasitos del ganado, empleado
en los potreros de Teacapan. En otro estudio realizado por Osuna-Lopez et al. (2001)
en sedimentos superficiales del Estero Teacapan y otras lagunas costeras, detectaron
la presencia de DDVP, insecticida utilizado para el control de algunos minadores
frutales, principalmente en los cultivos de mango aledanos al sistema. Recientemente
Rodriguez-Preciado (2004) report6é altas concentraciones de mercurio en musculo de
Mugil curema provenientes del Estero Teacapan, relacionando estas concentraciones
con la influencia de la mineria de oro y plata desarrollada en la zona serrana del sur de
Sinaloa, la cual utilizd mercurio en la extraccion de estos metales, siendo
probablemente arrastrado por los rios Baluarte, Canas y sus arroyos tributarios hasta el

sistema.
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3. JUSTIFICACION

La mayoria de las lagunas costeras en Sinaloa presentan sintomas de
degradacion ambiental ya que reciben descargas agricolas, industriales y/o urbanas, lo
cual pone en riesgo a las especies acuaticas y finalmente a la poblacién humana.
Estudios previos en algunas de estas lagunas detectaron la presencia de metales
téxicos, hidrocarburos poliaromaticos y compuestos organoclorados, la mayoria de los
cuales son persistentes en el medio y causan efectos adversos en los organismos
debido a sus propiedades cancerigenas, teratogénicas o alteradoras del sistema
endocrino. Por esto es necesario evaluar la calidad y/o estrés ambiental en cada laguna
costera y sus efectos en organismos residentes que ademas son de consumo humano.
El analisis integrado de la informacién del presente estudio, permitira valorar la
condicion ambiental y algunos efectos en los organismos e interpretar el grado de
estrés ambiental en términos de relevancia ecoldégica. Por un lado, se propone el
biomonitoreo conjunto de especies sésiles y moviles; el analisis de biomarcadores a
nivel molecular y fisiolégico, de exposicion y de efecto, que puedan tener proyeccion a
nivel de poblacion y por ende de comunidades y del ecosistema. Por otro lado, el
estudio tiene relevancia como herramienta para discernir la magnitud de la
contaminacidn por xenobioticos y/o efectos de otros estresores ambientales entre
ecosistemas costeros. Esto en un futuro, coadyuvara a proponer programas de
biomonitoreo, evaluacién de riesgo y remediacién ambiental en los sistemas lagunar-
estuarinos y/o aportara evidencias para implementar estrategias de regulacién y control
de descargas, aunado a programas de manejo y/o recuperacion de los ecosistemas
costeros.
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4. HIPOTESIS

La evaluacién de biomarcadores (indices biolégicos, HSP70 y CYP450) en Mugil
curema y Mytella strigata registrara en su conjunto el grado de estrés ambiental que
presenta cada ecosistema, esperando que, en base a los escenarios de contaminacién
en cada sistema, el Estero de Urias manifieste mayores indicadores de estrés

ambiental.

5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variacion espacio-temporal de biomarcadores moleculares y biologicos
en M. curema y M. strigata como indicadores de efectos bioldgicos por multi-estresores

en tres lagunas costeras con diferente grado de impacto antropogénico.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la condicién bioldgica de las especies seleccionadas mediante indices
de condicidén (indice gonadosomatico, indice hepatosomatico (M. curema), indice de
glandula digestiva (M. strigata) y factor de condicién) en las tres lagunas costeras

durante el periodo de estudio.

2. Medir la expresidon de proteinas de estrés hsp70 en las especies
seleccionadas como respuesta general a estresores ambientales en las tres lagunas

costeras durante el periodo de estudio.

3. Medir la expresion de CYP450 (CYP1A en M. curema y CYP4 M. strigata)
como posible respuesta de desintoxicacién ocasionada por sustancias xenobidticas en

las tres lagunas costeras durante el periodo de estudio.

4. Establecer las posibles relaciones causales entre biomarcadores moleculares
(HSP70 y CYP450), indices fisiolégicos y condiciones ambientales en las tres lagunas

costeras durante el periodo de estudio.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Area de estudio

Se seleccionaron para su estudio, tres sistemas lagunares-estuarinos del sureste
del Golfo de California con diferente grado y tipo de impacto antropogénico con la
finalidad de realizar comparaciones entre ellos y analizar los escenarios de

contaminacion presentes a nivel regional.

Bahia de Ensenada del Pabellon (impacto agricola) esta localizada en el litoral
costero del centro del estado de Sinaloa, entre los 24° 20’ y 24° 50’ de latitud norte y los
107° 20’ y 107° 58’ de longitud oeste (Fig. 1). El sistema lagunar se encuentra asociado
a varios esteros y lagunas interiores, de las cuales destacan por su tamafo Bataoto,
Caimanero y Chiricahueto y forman un complejo estuarino de aproximadamente 460
km?, incluyendo 100 km? de manglar. Geolégicamente el origen de este sistema lagunar
costero se clasifica como tipo Ill-A, segun Lankford (1977) esto es, depresiones
inundadas al borde continental, protegidas por barreras arenosas producidas por el
oleaje y la corriente litoral. En el sistema se seleccionaron dos estaciones de estudio,
siendo Mapachera la estacién con mayor influencia de aportes agricolas por la cercania
a los drenes de descarga donde se han reportado plaguicidas y metales pesados
(Izaguirre-Fierro et al., 1985) y la estacion Guamuchilera que recientemente recibe

descargas de granjas de camaron.

El Estero de Urias (impacto urbano-industrial) esta localizado al sur de Sinaloa,
entre los 23° 10’ y 23° 13’ de latitud norte y los 106° 20’ y 106° 25’ de longitud oeste
(Fig. 1). Esta conformado por varios esteros tributarios de los cuales resaltan el Estero
del Infiernillo, Estero Confites y Estero de la Sirena. El sistema tiene una extension de
17 km y un area de 880 hectareas; cuenta con una profundidad menor a 1 metro en los
margenes Yy llanuras de inundacion y alcanza los 10 metros en el canal de navegacion
(Paez-Osuna et al., 1990). Su origen geoldgico corresponde a la descripcion de laguna
costera de tipo Ill-A, segun Lankford (1977). Fueron seleccionadas dos estaciones para
su estudio siendo Juarez la estacion cercana a la zona industrial y urbana del sistema y

la estacién Sirena ubicada en la zona mas interna del sistema. Los agentes causantes
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de la contaminacion son muy diversos, con mayor impacto en la estacién Juarez: la
planta tratadora de aguas negras, las plantas procesadoras de alimentos pesqueros, el
canal de PEMEX, los embarcaderos que albergan las flotas pesqueras y comerciales y
las descargas directas de aguas residuales urbanas y provenientes de areas turisticas.
La estacién Sirena recibe la influencia de los efluentes de una termoeléctrica, de la
agricultura de temporal y aportes de la camaronicultura.

El Estero Teacapan (impacto agropecuario-minero) forma parte del complejo
lagunar llamado Teacapan-Agua Brava-Marismas Nacionales, localizado al sur del
estado de Sinaloa; colinda, con el estado de Nayarit y sus coordenadas son entre los
22° 28’ y 22° 45’ |atitud norte y los 105° 38’ y 105° 46’ longitud oeste (Fig. 1). El Estero
Teacapan se comunica al norte con el sistema litoral del Estero de Majahual mediante
el Estero del Maiz. El sistema de Majahual estd conformado por las lagunas de:
Cerritos, Grande, Canales, Sabalos y Agua Grande, recibiendo los afluentes de los rios
Baluarte y Cafias (Contreras, 1993), constituyendo un ecosistema de aproximadamente
5 mil hectareas con un origen geoldgico de tipo IlI-A (Lankford, 1977). El Estero recibe
contaminacién por plaguicidas debido a las actividades agricolas que se llevan acabo
en la region (Galindo, 2000; Osuna-Loépez et al., 2001). Ademas, recientemente se ha
asociado la presencia de mercurio en organismos residentes a la influencia minera
desarrollada en la zona serrana del sur de Sinaloa (Rodriguez-Preciado, 2004). Se
seleccionaron dos estaciones de estudio con diferente influencia de actividad
antropogénica ubicandose la estacion Cruces mas cercana a la actividad agricola de
temporal, pesca riberefia y cultivo de camardn (Berlanga, 1999). La estaciéon Boca se

ubica cercana a la influencia marina y adyacente a asentamientos humanos.
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Figura 2. Ecosistemas bajo estudio y estaciones de muestreo. En orden latitudinal de norte a sur, se
esquematizan: Ensenada del Pabelldn, Estero de Urias y Estero Teacapan respectivamente.

6.2. Fase de campo

6.2.1. Recolecta de organismos

Se realizé un estudio anual (2005 a 2006) con cinco recolectas de organismos en
cada sitio de estudio durante los periodos climaticos caracterizados como verano, otofio
(2005), invierno, primavera y verano (2006). Se utilizaron lanchas de fibra de vidrio con

motor fuera de borda equipadas con un vivero de flujo continuo de agua para mantener
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a los organismos vivos en condiciones adecuadas y similares al medio externo, hasta
su analisis. En cada ocasion, de cada estacion de estudio se recolectaron 30 lisas
dentro de cada sistema empleando una red de enmalle 6 agallera de 120 a 300 m de
largo, con altura de 5 m y tamafo de malla de 3.5 pulgadas; el material de construccion
es nylon monofilamento numero 0.55. La maniobra de captura consisti6 en una
operacion de cerco con la embarcacion en movimiento rodeando el cardumen con la
red. Dada la movilidad de la especie de estudio, generalmente se efectudé una sola
captura para caracterizar la poblacién del sistema, seleccionando los organismos de
mayor talla. Ocasionalmente se utilizé una atarraya con luz de malla de dos pulgadas y
doce metros de diametro, operando entre 40 y 90 cm de profundidad.

Ademas, durante cada muestreo se recolectaron manualmente 96 mejillones por
localidad (con una longitud minima de 3.5 cm) directamente de los sistemas de raices
del manglar (sitios: Mapachera, Guamuchilera, Sirena y Cruces) y de estructuras de
puentes y muelles (sitios: Juares y Boca) (Tabla 2). La mitad de ellos (48) fueron
recolectados de la zona detectada con mayor influencia antropogénica y el resto de una
zona menos perturbada dentro del sistema, el cual se consider6 como sitio de

referencia interno.

Tabla 2. Fechas de recoleccién de organismos durante el periodo de estudio.

Epoca Ver-05 Oto-05 Inv-06  Prim-06  Ver-06
Localidad y sitios

Ensenada del Mapachera Julio Noviembre Enero Marzo  Julio
Pabellén Guamuchilera 2005 2005 2006 2006 2006
Estero de Juarez Julio Noviembre Enero Marzo Julio
Urias Sirena 2005 2005 2006 2006 2006
Estero Cruces Julio Noviembre Enero Marzo Julio
Teacapan Boca 2005 2005 2006 2006 2006
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6.2.2. Parametros ambientales de los sitios de estudio

Se registraron de manera puntual la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto en
la columna de agua (1 m de profundidad) en cada estacién de estudio al momento del

muestreo (entre 9:00 am y 12:00 pm).

Para medir la temperatura se utilizé un termémetro marca Brannan (0 a 50 °C; +1
°C). La salinidad fue registrada con un refractometro (Fisher) con compensador
automatico de temperatura (1 a 100 ups; £1 ups). El oxigeno disuelto se registré con un

oximetro (YSI modelo 95; £0.1 mg/l) aproximadamente a 50 cm de profundidad.

6.2.3. Procesamiento de organismos y fijaciéon de muestras en campo

Se procesaron por muestreo y localidad, de forma inmediata a su captura, 30
lisas y 48 mejillones de tallas y pesos similares para la obtencion de registros
morfométricos y fijacion de tejidos para analisis molecular e histoldgico. Otros 48
mejillones se trasladaron al laboratorio en refrigeracion a 4 °C para analisis de indices
de condicién biolégica. Ademas, en cada sitio se recolectaron un par de muestras de
tejido muscular del total de las lisas con 150 g aproximadamente para analisis de
metales y contaminantes organicos respectivamente, de igual manera en cada sitio
fueron recolectadas dos muestras de tejidos blandos de mejillones para los analisis
antes mencionados (datos no incluidos en el presente trabajo).

En los peces (n=30), se registraron los datos biométricos de longitud total (LT),
longitud patrén (LP) y altura (A) con la ayuda de un ictiometro convencional de 60£0.1
cm (Hubbs y Lagler, 1958). Asimismo, se peso el organismo en una balanza (OHAUS
E1D110) (0.1 g). Posteriormente los peces fueron sacrificados por dislocacion cervical,
disectandose branquias, higado y génada con lavados de solucion salina (KCI 1.15 %)
para evitar contaminacion de los tejidos con el medio. El higado, gonadas e intestino

fueron pesados.

Cada higado se disectd en tres secciones; una primera muestra se fijo en
formaldehido al 4 % (Luna, 1960) para analisis histolégico, una segunda seccion fue

preservada en 1 ml de RNAlater (Amnion) para analisis molecular de Hsp70 y CYP1A.
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El instrumental empleado para la diseccion de los tejidos fue lavado con isopropanol al
70% entre muestras. Las gonadas disectadas se pesaron y una muestra de tejido fue
fijada en formaldehido al 4 % para su analisis histologico. Una tercera parte de tejido de
cada o¢rgano fue inmediatamente después colocada en nitrégeno liquido vy
posteriormente en hielo seco (COz2) para ser preservada y transportada al laboratorio a -
80 °C, donde fueron almacenadas a la misma temperatura para analisis bioquimicos

posteriores (considerados en proyecto general).

Los mejillones (n=48) de cada una de las estaciones de cada sistema lagunar
fueron divididos en dos submuestras: la mitad (n=24) se disectd (individualmente)
inmediatamente en tres partes, una parte para analisis moleculares (glandula digestiva;
filado en 1 ml de RNAlater), otra para analisis histolégico (génada y glandula digestiva)
(fjado en formaldehido al 4 %) y una tercera parte (gonada, glandula digestiva y
branquia) criopreservada a -80 °C de igual forma que los peces para analisis
bioquimicos posteriores. La otra mitad (n=24) se transport6 al laboratorio a 4 °C para

analisis de condicidn bioldgica.

6.3. Fase de laboratorio
6.3.1. Analisis histolégico

Las muestras de higado (lisas), glandula digestiva (mejillones) y gonada de
aproximadamente 0.5 g fueron fijadas inmediatamente después de la diseccién de los
organismos en formaldehido al 4 % hasta ser procesadas de acuerdo con Luna (1968).
Los tejidos fijados se colocaron en histocasettes, se deshidrataron, aclararon vy
embebieron en parafina en un histoquinette (Tissue-Tek IlI). Se colocaron con parafina
en un molde utilizando un histoembebedor (Leica Jung Histoembedder). A continuacién
los tejidos se cortaron a 5 ym de grosor en un microtomo (Jung Biocut Shandon) y
fueron desparafinados a 50 °C. La rehidratacion y tincion de los tejidos se realiz6 en un
tren de tincion con solucion de hematoxilina-eosina (H&E). Se fijaron los tejidos tenidos

con resina sintética en cubreobjetos y finalmente se dejaron secar a 37 °C (Luna, 1968).
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El sexo de los peces y los mejillones se identificd por histologia de la gbnada; los
cortes histolégicos fueron observados en un microscopio 6ptico (OLYMPUS Bx60) a 5x,
10x, 40x y 60x y las imagenes se capturaron en un sistema digital integrado (OLYMPUS
3040). La identificacién de los estadios de maduracion gonadica en peces se realizd
con base en los estadios de maduracién ovarica establecidos por Merson et al. (2000) y
los estadios de maduracion testicular establecidos por Gutiérrez-Rivera (2002). La
identificacion de los estadios de maduracién gonadica en mejillones se realizé con base
en los estadios de maduracion gonadal de Cuevas-Guevara (1978) y Rogers y Garcia-
Cubas (1980).

Los tejidos hepaticos (peces) y de glandula digestiva (mejillones) fueron
procesados histolégicamente y almacenados para posteriores estudios histopatoldgicos

(no contemplados en el presente estudio).

6.3.2. Analisis de expresién génica de Hsp70 y CYPs

El RNA total fue extraido con Trizol (Gibco-Invitrogen) y tratado con DNAsal
(Promega). La sintesis de cDNA se llevé acabo a 45 °C con la enzima transcriptasa

reversa M-MLV (Promega) en presencia de ramdom primers (Promega).

Para Mugil curema previamente se disefiaron oligos especificos para CYP1A a
partir de un fragmento de cDNA clonado y secuenciado en el laboratorio de Biologia
Molecular del CIAD Unidad Mazatlan (GenBank: AY827103) (Gonzalez-Lopez, 2005),
amplificando un producto de 200 bases. De igual forma en este estudio se disefaron
oligos degenerados para Hsp70 a partir de secuencias de bases de datos GenBank.
(AY195744, ORZHSC70, NM_131397, DRHSC70, AY436786, AB176855, AB176854).
El fragmento amplificado de aproximadamente 350 bases fue clonado y secuenciado,
obteniendo una secuencia de 354 bases, de la cual se disefaron oligos especificos que
amplificaran un fragmento de 211 bases. Ademas, como control interno de la integridad
del RNA se disefiaron oligos especificos del gen 28S rRNA de M. curema (GenBank:
AF152159), cuyo producto de PCR es de 197 bases.
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Para Mytella strigata fueron disefados oligos degenerados para amplificar los
genes Hsp70, CYP y 18S rRNA a partir de secuencias de otras especies de bivalvos
(GenBank: AF172607, AY861684.1, AF144646 y OED318883 para Hsp70;
AY522924.1, AF072855 y AF072853 para CYP4; X91974 y X91978 para 18S rRNA).
Los productos de PCR fueron purificados, clonados y secuenciados obteniendo
secuencias de 270, 356 y 415 bases para Hsp70, CYP4 y 18S rRNA respectivamente.
A partir de estas secuencias se disefiaron oligos especificos para amplificar fragmentos
de 173, 193 y 219 bases para Hsp70, CYP4 y 18S rRNA respectivamente.

6.3.2.1. PCR en tiempo real

La expresion cuantitativa de Hsp70 y CYP450 se evalu6 por PCR en tiempo real
en cinco organismos (c/u triplicado) de cada ecosistema y época del ano. La
submuestra fue seleccionada representativamente de una muestra total de 30
organismos en base a un analisis previo por PCR convencional. Los analisis de
cuantificacion de la expresion de Hsp70 y CYP450 se llevaron a cabo en un equipo
para PCR en tiempo real (ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied

Biosystems), utilizando SYBR green®y el método de curva estandar para cuantificacion
relativa, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo por triplicado en microplacas de 96 pozas con el siguiente protocolo:
50°C por 2 min, 95°C por 10 min, y 40 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min. Se
realizaron diluciones seriadas de cDNA para amplificar cada gen con el objeto de
construir la curva estandar correspondiente. Las curvas se calcularon por analisis de

regresion lineal usando los valores de ciclo umbral (CT) y el logaritmo del numero de

copias (log Co) obtenido del analisis de diluciones seriadas. El numero de copias de

muestras desconocidas se calculdé de la siguiente manera: [(CT—b)/m] donde

b=intercepto, m=pendiente. Los datos normalizados de Co se determinaron dividiendo
Co del gen de interés (Hsp70 o CYP450) entre Co del control interno (28S y 18S rRNA
para lisa y mejillon respectivamente). Una vez normalizados los datos, se determiné el

promedio del nivel de expresion de Hsp70 y CYP450 (en unidades arbitrarias) para
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cada mes/sitio de muestreo y estos valores fueron divididos entre el calibrador (el grupo

con menor nivel de expresion, considerado como expresion basal).

6.3.3. indices de Condicion

A partir de los datos morfométricos, se calculé en indice gonadosomatico (IGS)
de los peces por medio de la ecuacion propuesta por Rossenblum et al. (1987), tomado
de Rodriguez y Marafon (1993) sustituyendo de la formula el peso total (Wt) por el peso

total eviscerado (Wte).

IGS = (Wg/Wte) x 100
Donde
Wg = Peso fresco de la génada (g)

Wte = Peso fresco del ejemplar eviscerado (g)

indice hepatosomatico (IHS) de peces, seguin Busacker et al. (1990) sustituyendo
de la formula el peso total (Wt) por el peso total eviscerado (Wte), por medio de la

ecuacion

IHS = (Wh / Wte) x 100

Donde

Wh = Peso fresco del higado en (g)

Wte = Peso fresco del ejemplar eviscerado (g)

Factor de condicion (FC) de peces (Ricker, 1975; Lagler, 1978; Medina, 1980;
Busacker et al. 1990) sustituyendo de la féormula el peso total (Wt) por el peso

eviscerado (We).

FCM = (We /Lp®) x 10

Donde

FC = Factor de condicién

We = Peso del animal eviscerado (g)

Lp = Longitud patrén (cm)

b = Coeficiente de regresidn de la longitud patrén
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La constante “b” se obtiene del modelo de regresion del logaritmo natural de la

longitud patrén (Lp) que es la variable explicativa en donde el peso (We) es la variable

de respuesta.

En los mejillones el indice gonadosomatico (IGS) y hepatosomatico (IHS) fueron

calculados siguiendo las ecuaciones de los indices de peces, con la diferencia de

utilizar pesos secos de los 6rganos, ademas es utilizado el indice de condicion (IC) de

acuerdo con Rainer y Mann (1992), de la siguiente manera:

IGS = (dWg / dWtsg) x 100

Donde

IGS = indice gonadosomatico

dWg = Peso seco de la gonada (g)

dWtsg = Peso seco total de tejidos del ejemplar sin gdénada (g)

IGD = (dWh / dWtsg) x 100

Donde

IGD = indice de glandula digestiva

dWh = Peso seco de la glandula digestiva (Q)

dWtsg = Peso seco total de tejidos del ejemplar sin gdénada (g)

IC = (dWtsg / dWc) x 100
Donde
dWtsg = Peso seco total de tejidos del ejemplar sin gbénada (g)

dWc = Peso seco de las conchas (Q)

6.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico contempldé pruebas de homocedasticidad. Los datos de

cada sitio y época de muestreo se analizaron inicialmente para identificar posibles

diferencias entre machos y hembras para cada variable estudiada mediante pruebas de
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t-student o Mann-Whitney (segun la homocedasticidad de los grupos de datos). Esto
definid si el analisis posterior de cada variables se realizara separando los sexos o0 en
conjunto. Para el anadlisis de cada respuesta bioldgica, se realizé un analisis de
varianza de una y dos vias (Dunns y Tukey respectivamente) acoplado con analisis de
comparaciones pareadas para identificar posibles diferencias entre localidad y época de
muestreo para las distintas variables a estudiar (Zar, 1999) (datos no homocedasticos
fueron previamente transformados con raiz cuadrada). Para analisis de proporciones de
sexos se utilizé la prueba Z. Asimismo, se realizaron pruebas de correlacién de Pearson
entre las distintas variables para identificar posibles correspondencias entre
biomarcadores e indices de condicion en el plano espacial y temporal para cada
especie. Los analisis de datos fueron realizados mediante el programa estadistico
SigmaStat 3.0°.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Parametros ambientales

Las condiciones ambientales de un ecosistema desempefan un papel importante
en los organismos que lo habitan estimulando cambios conductuales, fisioldgicos y de
salud. Entre los principales factores abidticos en los ecosistemas estudiados se
encuentran la temperatura (afectando los procesos biologicos), la salinidad (afectando
la osmoregulacion) y el oxigeno disuelto en el agua (interviene en el metabolismo de las

actividades energéticas) (Spanopoulus et al., 2005).

En el presente estudio se realizaron cinco muestreos durante un periodo anual
entre el verano de 2005 y verano de 2006 que involucraron la medicion puntual de las
variables de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua en seis sitios ubicados

en tres ecosistemas de la costa sureste del Golfo de California.
7.1.1. Temperatura

En Ensenada del Pabellon, la estacion conocida como Mapachera registré una
temperatura promedio anual de 25 °C con un maximo en verano de 2005 y 2006 de 30
°C y el minimo en invierno de 2006 (enero de 2006) con 18 °C, mientras que la estacion
Guamuchilera registré6 un promedio anual de 27 °C con un maximo en verano de 2005

de 33 °C y un minimo en invierno de 2006 con 20 °C (Fig. 3).

En el Estero de Urias la temperatura promedio durante el periodo de estudio en
la estacion Juarez fue de 27 °C con un maximo en verano de 2005 y 2006 de 32 °C y
un minimo en invierno de 2006 de 22 °C, mientras en la estacion Sirena el promedio
anual fue 29 °C con maxima en verano de 2005 de 34 °C y minima en invierno de 2006
de 23 °C (Fig. 3), registrando un promedio de 2 °C mas que Juarez, lo que podria
deberse a la cercania de Sirena con los efluentes sobrecalentados de la termoeléctrica
“‘José Aceves Pozos” y/o a las caracteristicas someras y de bajo dinamismo en el

recambio de agua por estar al final de un sistema con una sola boca.

En el Estero Teacapan la temperatura promedio anual en la estacion de Boca fue

de 27 °C con un maximo en verano de 2005 y 2006 de 30 °C y un minimo en invierno
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de 2006 de 24 °C, mientras que en Cruces la temperatura promedio anual fue mayor
con 28 °C con un maximo de 31 °C en verano de 2005 y un minimo de 25 °C en
invierno de 2006 (Fig. 3).
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Figura 3. Temperatura del agua (°C) en las estaciones de estudio durante el periodo comprendido de
verano de 2005 a verano de 2006. Map: Mapachera, Gua: Guamuchilera (Ensenada del Pabellén); Jua:
Juérez, Sir: Sirena (Estero de Urias); Boc: Boca, Cru: Cruces (Estero Teacapan).

7.1.2. Salinidad

En Ensenada del Pabellébn, Mapachera registré una salinidad promedio anual de
35 ups (unidades practicas de salinidad) con un maximo en verano de 2005 de 40 ups y
el minimo en primavera de 2006 con 31 ups, mientras que la estacibn Guamuchilera
registro un promedio anual de 34 ups con un maximo en verano de 2006 de 40 ups y un

minimo en verano de 2005 de 30 ups (Fig. 4).

En el Estero de Urias la salinidad promedio durante el periodo de estudio en la
estacion Juarez fue de 36 ups con un maximo en invierno de 2006 de 39 ups y un
minimo en verano de 2005 de 32 ups, mientras en la estacion Sirena el promedio anual
fue 37 ups con maxima en invierno de 2006 de 40 ups y minima en otono de 2005 de
36 ups (Fig. 4); es probable que Sirena presente una menor tasa de recambio de agua

y un mayor indice de evaporacién debido a lo somero y/o su lejania con la boca del
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sistema respecto a la estacion Juarez que por su parte tiene una mayor influencia de

efluentes antropogénicos pero con una mayor tasa de renovacién de agua (Alvarez-
Ledn, 1980).

En el Estero Teacapan la salinidad promedio anual en la estacion de Boca fue de
33 ups con un maximo en invierno de 2006 de 38 ups y un minimo en otofio de 2005 de
19 ups, mientras que en Cruces la salinidad promedio anual fue mayor con 37 ups con
un maximo de 44 ups en verano de 2006 y un minimo de 31 ups en otofio de 2005 (Fig.
4). La baja de salinidad registrada en otofio de 2005 en la estacion de Boca fue, al
menos en parte, debido a un inhabitual incremento en la precipitacion pluvial registrada
a finales del verano de 2005 (CNA, 2005) y podria tener relevancia en las condiciones
fisiologicas de los organismos (Innes y Haley, 1977).
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Figura 4. Salinidad del agua (ups) en las estaciones de estudio durante el periodo comprendido de
verano de 2005 a verano de 2006. Map: Mapachera, Gua: Guamuchilera (Ensenada del Pabellén); Jua:
Juarez, Sir: Sirena (Estero de Urias); Boc: Boca, Cru: Cruces (Estero Teacapan).

7.1.3. Oxigeno Disuelto

El oxigeno disuelto en el agua fue el parametro con mayores variaciones en
todos los sistemas, el cual particularmente en sistemas estuarinos es afectado por una

serie de factores tales como el fotoperiodo (horas luz), variacion diurna, carga de
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productores primarios y materias organica, hidrodinamica del sistema entre otros. En
Ensenada del Pabelldn, la estacion Mapachera registré un promedio anual de oxigeno
disuelto en el agua de 4.78 mg/l con un maximo en invierno de 2006 de 8.7 mg/l y
minimo en otofio de 2005 con 1.73 mg/l, mientras que la estacion Guamuchilera registré
un promedio anual de 5.77 mg/l con un maximo en invierno de 2006 de 9.8 mg/l y un
minimo en otofo de 2.24 mg/l (Fig. 5). La baja en oxigeno disuelto en otofio de 2005 se
puede deber ocasionalmente a la oxidacion de materia organica resuspendida y/o
arrastrada por las lluvias a través de efluentes provenientes de la agricultura intensiva y

actividades suburbanas que se realizan alrededor del sistema (Ruiz et al., 2003).

En el Estero de Urias el oxigeno disuelto promedio durante el periodo de estudio
en la estacién Juarez fue de 4.32 mg/lI con un maximo en invierno de 2006 de 6.4 mg/l y
un minimo en verano de 2006 de 3.13 mg/l, mientras en la estaciéon Sirena el promedio
anual fue 4.69 mg/l con maxima en invierno de 2006 de 4.02 mg/l y minima en otofio de
2005 de 3.65 mg/I (Fig. 5).

En el Estero Teacapan el oxigeno disuelto promedio anual en la estacion de
Boca fue de 5.47 mg/l con un maximo en invierno de 2006 de 9.22 mg/l y un minimo en
otono de 2005 de 3.44 mg/l, mientras que en Cruces el promedio anual fue de 5.05 mg/I
con un maximo de 6.84 mg/l en verano de 2005 y un minimo de 2.71 mg/l en verano de
2006 (Fig. 5).
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Figura 5. Oxigeno disuelto en el agua (mg O,/L) en las estaciones de estudio durante el periodo
comprendido de verano de 2005 a verano de 2006. (ND) No se dispuso de datos. Map: Mapachera, Gua:
Guamuchilera (Ensenada del Pabellon); Jua: Juarez, Sir: Sirena (Estero de Urias); Boc: Boca, Cru:
Cruces (Estero Teacapan).

7.2. Recolecta de muestras

Durante el periodo de estudio se recolectaron muestras de organismos (lisas y
mejillones) para los diferentes analisis (histolégicos, moleculares, indices de condicion)
con un total de 412 lisas procedentes de los tres sistemas lagunares y 1, 752 mejillones

divididos en las seis estaciones correspondientes a las tres localidades de estudio.

7.2.1. Mugil curema
7.2.1.1. Proporcién de sexos de M. curema

Se identificd histoldgicamente el género de los organismos para determinar la
proporcion de sexos y desarrollo gonadal de 393 lisas recolectadas durante el periodo
de estudio en los tres ecosistemas de interés, de las cuales 105 fueron recolectadas en
Ensenada del Pabellon con una proporcion global de 8:1 (hembras:machos), 139
organismos del Estero de Urias en proporcion de 3:1 y 149 organismos del Estero de
Teacapan con una proporcion de 7:1. En casi todas las épocas del afio donde se

obtuvieron organismos se registrd6 mayor proporcion de hembras con diferencias
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significativas (z =2 2.278, p < 0.023) respecto a la proporcion de machos (Tabla 3 y Fig.
6) incluso cuando la prueba fue analizada con valores esperados de 2:1 y 4:1
registrados en un estudio previo realizado por Rios-Sicairos (2004) en el estero de
Urias y Estero Teacapan respectivamente utilizando la misma metodologia de captura.
Sin embargo, los registros previos para la especie en lagunas costeras de otras
latitudes del Océano Pacifico y Atlantico sefalan que la proporcion de sexos es
equilibrada (Yafiez-Arancibia, 1976; Collins, 1985) y aun cuando las proporciones
pueden variar de acuerdo a la época del ano, la escala poblacional tiende a ser 1:1
(Briones et al., 2002). No se descartan alteraciones por artefactos de toma de muestra,
presion de pesca o comportamientos poblacionales particulares; incluso se ha
demostrado que en algunas especies de peces en estadios tempranos expuestas a
compuestos estrogénicos como PCBs (Aroclor), plaguicidas (lindano, DDT, DDE),
compuestos aromaticos y otras mezclas de contaminantes ocurren alteraciones a nivel
bioquimico y fenotipico en la diferenciacidn sexual induciendo feminizacion vy
hermafroditismo (Devlin y Nagahama, 2002). Garcia-Gasca et al. (en prep.) han
registrado la presencia de un caso de hermafroditismo en M. curema en el estero de
Urias; incluso se ha reportado que M. cephalus ha presentado cambios en la proporcion
de sexos de la poblacion dependiendo de la edad de los organismos, siendo ésta una
especie cercanamente emparentada a M. curema; sin embargo, en el presente estudio
no se identificaron organismos con hermafroditismo, lo cual indica una baja incidencia

de inversion sexual al menos en organismos adultos.

Tabla 3. Proporcién de sexos en Mugil curema durante cada época de estudio. El (*) indica diferencias
entre proporciones de sexos (prueba Z, 1:1).

Ensenada del Pabellon Estero de Urias Estero Teacapan

hembras Machos hembras machos hembras machos
Verano-05 - - 167 : 1 14 1
Otofio-05 *30 : 0 *3.29 1 4 1
Invierno-06 *6.25 1 1.78 1 *3.83 1
Primavera-06 *4.8 1 *14 1 *9 1
Verano-06 *7.5 1 *4 1 *29 1
PROPORCION 8.54 1 3.21 1 7.27 1
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Por otro lado, la constante desproporcion de sexos a favor de las hembras en los
tres ecosistemas podria estar influenciada por factores antropogénicos y causar
alteraciones a nivel de la estabilidad poblacional de M. curema, cambios en el flujo de
energia a través de las cadenas troficas y ocasionalmente dicha condicién puede
indicar alteraciones en otros grupos de organismos y pérdida de la salud del
ecosistema. Pese a la notable diferencia en la proporcidon de sexos registrada, se

requiere mayor informacion y nuevos estudios que expliquen dicha condicion en el area

de estudio.
*
1407 E Ver-06
%) | * .
g 120 * F3 Prim-06
@®
N 100+
8 % I Inv-06
& 80-
2 B Ver-05
& 40 I’
=
O 20,
0,
hembras machos hembras machos hembras machos
Ensenada del Pabellon Estero de Urias Estero Teacapan

Figura 6. Comparacion de la proporcidon de sexos en Mugil curema de los tres sistemas durante el periodo
de estudio. El (*) indica diferencias entre proporciones de sexos partiendo de una proporciéon esperada
(1:1). No se dispuso de datos en verano de 2005 en Ensenada del Pabellon.
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7.2.1.2. indices de condicion biolégica de M. curema
7.2.1.2.1. indice Gonadosomatico (IGS) de M. curema

El indice gonadosomatico (IGS) esta en funcidn de la proporcion del tejido
gonadal respecto al peso corporal del organismo, lo que es directamente proporcional al
desarrollo y maduracion gonadal (Rodriguez y Marafion, 1993). De igual forma, el
analisis histolégico de desarrollo gonadal realizado en el presente estudio en M. curema
corresponde en sus estadios de maduracion avanzada con el IGS mayor, tanto en
hembras como en machos, por lo que en conjunto pueden ser utilizados para comparar
la salud reproductiva de las poblaciones de cada ecosistema (Devlin y Nagahama,
2002).

Los registros del IGS de M. curema fueron mayores en las hembras respecto a
los machos (p<0.05) durante los meses de mayor actividad reproductiva, la cual ocurrié
en la primavera de 2006 en ambos sexos para los tres ecosistemas con diferencias
significativas (p<0.05) respecto al resto de las épocas de estudio (Fig. 7). La mayor
actividad reproductiva registrada durante la época de primavera coincide con el pico
reproductivo de la especie en estudios previos en el area y otras latitudes de las costas
del Pacifico y Atlantico (Garcia-Gasca et al. en prep; Yafez-Arancibia, 1976; Collins,
1985). Por otro lado, en el Estero Teacapan se identificaron organismos de ambos
sexos con gonadas de avanzado desarrollo durante el otofio de 2005 sin registrar
diferencias (p>0.05) respecto al resto de las épocas analizadas debido a la
heterogeneidad del IGS en los organismos. Sin embargo la capacidad de los
organismos de presentar dos épocas de reproduccion en un lapso anual en el estero
Teacapan, puede ser un indicador de buena salud reproductiva de la poblacién que es
capaz de invertir energia en la reproduccién cuando las condiciones ambientales son
favorables, como posiblemente ocurrid6 durante las altas precipitaciones pluviales
registradas en el verano y otofio de 2005 en el sistema (CNA, 2005) donde la
temperatura del agua fue superior y la salinidad inferior al resto de las localidades de

estudio (Fig. 3 y Fig. 4), los cuales son factores que posiblemente influyeron para
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enriquecer la productividad del sistema y la disponibilidad de alimento que en conjunto
pueden propiciar la maduracion sexual de la poblacién (Lee, 1981).
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Figura 7. Comparacion temporal del indice Gonadosomatico de hembras (arriba) y machos (abajo) de
Mugil curema. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para cada
sistema. (//): no se dispuso de datos.
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Ademas de identificar dos épocas de maduracidn gonadica en los organismos
del estero Teacapan, las hembras presentaron una mejor condicion reproductiva
durante el periodo de estudio con IGS significativamente mayor (p<0.05) en otofio y
primavera respecto a los otros sistemas. Asimismo, Ensenada del Pabellon presento
hembras con IGS significativamente mayores (p<0.05) respecto al estero de Urias en la
primavera que fue la época de mayor potencial reproductivo (Fig. 8). Allen et al. (1999)
mencionan que la edad de los organismos y la condicion latitudinal entre ecosistemas
pueden ser factores que influyen en la condicién reproductiva de las poblaciones. Sin
embargo, West et al. (2001) sefalaron que la capacidad reproductiva de los organismos
(en términos de IGS) también puede ser afectada por contaminantes como PAHS y
PCBs, reportados previamente en el estero de Urias por Galindo-Reyes et. al. (2003),
los cuales pueden alterar entre otros a procesos hormonales y disminuir la produccion
de vitelogenina en hembras, actuando asi como inhibidores en el numero de huevos, su
eclosion y viabilidad de los embriones (Nicolas, 1999). Bajo este contexto, la salud
reproductiva de M. curema en el estero Teacapan puede ser un referente para el resto

de los ecosistemas estudiados.
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Figura 8. Comparacion espacial del indice Gonadosomatico de a) Hembras y b) machos de Mugil
curema. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sistemas para cada época. (//):
no se dispuso de datos.

Por otro lado, en los machos no se observaron diferencias (p>0.05) en el IGS a
través del tiempo a excepcién del verano de 2006 donde fue mayor en el estero de
Urias (n=3). Sin embargo, en términos de requerimientos energéticos para la
reproduccion, los machos invierten un menor esfuerzo respecto a las hembras, por lo

tanto, éstas reflejan mejor las diferencias entre sistemas.
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7.2.1.2.2. indice Hepatosomatico (IHS) de Mugil curema

Las alteraciones en el tamafio del higado pueden reflejar cambios en el
metabolismo y reservas de energia en los organismos (Schmitt y Dethloff, 2000) razén
por la cual, el IHS es usado como un indicador de la condicion fisiolégica y de salud de
los organismos (Kirby et al., 2000). En este estudio el IHS de M. curema no registrod
diferencias entre sexos (p>0.05) y fue mayor en primavera y verano con respecto a
otofio e invierno (p<0.05) observandose un decremento significativo del IHS los tres
sistemas (Fig. 9). El ciclo anual del IHS de M. curema confirma las observaciones de un
estudio previo en el area (Rios-Sicairos, 2004) y puede estar relacionado al
metabolismo de procesos funcionales del organismo en la época reproductiva
(primavera), en términos de sintesis de vitelogenina en el higado y la eventual
transferencia de reservas energéticas en la maduracion sexual (Lenhardt y Predrag,
2000; Fanta et al., 2003).
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Figura 9. Comparacion temporal del indice hepatosomatico de Mugil curema en los tres sistemas de
estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para casa sistema. (//):
no se dispuso de datos.

Sin embargo, el incremento en el peso del higado relacionado con la sintesis y
transferencia de reservas energéticas (vitelo) ocurre previamente al desove (Schmitt y

Dethloff, 2000) durante la primavera, seguido de una baja actividad y teéricamente una
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disminucién del IHS. En el Estero de Urias, el promedio del IHS fue mayor en verano de
2005 (2.41) y 2006 (2.15) respecto al resto de las épocas, lo que podria indicar una
respuesta metabdlica en el higado del organismo a la presencia de compuestos
exdgenos y otros estresores ambientales. Kirby et al. (2004) analizaron disfuncion
endocrina en poblaciones del lenguado Platichthys flesus expuestos a contaminacién
estrogénica en ecosistemas estuarinos y reportan un incremento del 30 % en el IHS de
sitios contaminados respecto al sitio de referencia, descartando una correlacién con la
sintesis de vitelogenina y asociando su incremento a los procesos metabdlicos de
desintoxicacién por exposicion a PAHs. Por su parte, Facey et al. (2005) sugieren que
el IHS puede ser utilizado como biomarcador para monitoreo de calidad ambiental
debido a que los peces expuestos a ambientes con la presencia de PAHs, PCBs y
metales pesados presentan un IHS elevado ya que el higado actua en la
desintoxicacién de contaminantes y su exposicion puede causar un incremento en su
tamano por hipertrofia (aumento de volumen) y/o hiperplasia (aumento de numero) de

hepatocitos.

Otro hecho que puede sugerir la exposicion de M. curema del estero de Urias a
compuestos xenotoxicos capaces de activar procesos hepaticos de desintoxicacién, es
el registro de niveles significativamente mayores o iguales en el IHS durante el periodo
de estudio (diferencias significativas (p<0.05) en primavera y verano de 2005 y 2006)
con respecto al resto de los ecosistemas con excepcion de Ensenada del Pabellon en
primavera (Fig. 10), considerando que el esfuerzo reproductivo observado en el IGS fue
significativamente menor en el estero de Urias. Ademas, historicamente el estero de
Urias ha estado expuesto a desechos industriales y contaminacion urbana con
sustancias tales como hidrocarburos, plaguicidas, metales pesados, PCBs y otras
mezclas quimicas (Ruelas y Paez, 2000; Galindo-Reyes et. al., 1992; Soto y Paez,
2001; Galindo-Reyes et al., 2003) las cuales han sido reportadas como sustancias
xenobidticas que activan los sistemas de oxidasas de funcién mixta (MFO) en el higado
de peces para su conjugacion organica y posterior excrecion (Aring et al., 2000).
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Figura 10. Comparacioén espacial del indice Hepatosomatico promedio de Mugil curema entre los tres
sistemas de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sistemas para
cada época. (//): no se dispuso de datos.

7.2.1.2.3. Factor de Condicion (FC) de M. curema

El factor de condiciéon (FC) es un indice fisiolégico del organismo utilizado en
acuicultura y estudios de biomonitoreo ambiental como indicador del estatus nutricional
y reproductivo, efectos de patdogenos y exposicidn a quimicos toxicos que pueden
causar interacciones proporcionales de talla y peso por debajo de lo normal (Schmitt y
Dethloff, 2000). En el presente estudio el FC no registré diferencias significativas
(p>0.05) espacio-temporales entre sexos por lo que los organismos fueron analizados
en conjunto. De acuerdo a los resultados, para el ecosistema de Ensenada del Pabellon
no se observo una estacionalidad bien definida, aunque el FC promedio maximo en la
primavera (0.43) si presentd diferencias (p<0.05) respecto al valor minimo (0.39)
registrado en el verano de 2006, condiciéon contraria a lo esperado de acuerdo con el
ciclo reproductivo de los peces donde la acumulacién de reservas ocurre los meses
posteriores al desove y el FC disminuye durante el metabolismo de acidos grasos en el
periodo de transferencia energética previo a la maduracién gonadica (Rodriguez y
Marafon, 1993). Dicho comportamiento si se observd en el Estero de Urias donde el

promedio maximo del FC se registré en verano de 2006 (0.53) y el minimo en primavera
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(0.48) con diferencias significativas (p<0.05) entre las épocas de verano y otofio con
respecto a invierno y primavera. De igual manera, el FC en los organismos del Estero
Teacapan registré el promedio minimo en la primavera (0.76) observando diferencias

significativas (p<0.05) con respecto al resto de las épocas de estudio (Fig. 11 y Fig. 12).
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Figura 11. Comparaciéon temporal del factor de condicion de Mugil curema en los tres sistemas de
estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para cada sistema. (//):
no se dispuso de datos.

Otro aspecto notable en el FC de los organismos es el hecho de registrar
diferencias significativas (p<0.05) entre ecosistemas a través de las épocas del ano
donde el Estero Teacapan registré consistentemente los promedios mas altos durante
el ciclo de estudio seguido por el Estero de Urias y Ensenada del Pabellon
respectivamente (Fig. 12). Estos resultados pueden asociarse a las condiciones de
cada ecosistema como lo reportado por Vethaak et al. (1992) quienes monitorearon la
salud del pez Limanda limanda en un ecosistema estuarino donde el FC de los
organismos decrecid conforme al grado de contaminacion de cada sitio, siendo
relacionado con desnutricion y vulnerabilidad a enfermedades encontrando una relacion
inversa entre el FC y la presencia de linfocitos. De igual manera, Laroche et al. (2002)
observaron poblaciones del pez Platichtys flesus de dos estuarios altamente

contaminados por descargas urbanas e industriales donde el FC fue bajo respecto a la
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poblacion del sitio de referencia posiblemente asociado a contaminantes, aunque no
descartaron una posible relacidn con condiciones ambientales particulares. En otro
estudio de evaluacién de biomarcadores en P. flesus del Golfo de Gdansk en el Mar
Baltico, Kopecka et al (2006) observaron correlacion inversa entre el FC y las
concentraciones de PAHs y PCBs medidas en sus tejidos indicando la influencia de los
contaminantes en la salud general de los peces. Esta condicion probablemente indica
que los organismos del Estero Teacapan se encuentran en mejor condicion que los del

resto de los ecosistemas de estudio.

Factor de condicién

Ver-05 Oto-05 Inv-06 Pri-06 Ver-06
B Ensenada del Pabellon B Estero de Urias O Estero Teacapan

Figura 12. Comparacion espacial del Factor de condicidon de Mugil curema entre los tres sistemas de
estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sistemas para cada época. (//):
no se dispuso de datos.

En organismos silvestres, es dificil determinar la salud general de una poblacion a partir
de indices de condicién biolégica pero dan una idea en términos de balance energético
entre reproduccion, crecimiento y el mantenimiento de las funciones vitales para la
sobrevivencia. Munkittrick et al. (2000) estudiaron poblaciones expuestas a sitios con
diferentes factores de estrés, destacando tres escenarios principales: 1) sitios con mejor
calidad de descargas y menores efectos deletéreos presentan abundancia de

nutrientes, poblaciones que invierten energia en crecimiento y reproduccion; 2) sitios
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con peor calidad de descargas y mayores efectos deletéreos presentan enriquecimiento
de nutrientes y disfuncion metabdlica en los organismos, poblaciones que invierten
energia en crecimiento con efectos negativos en la reproduccion; 3) sitios con peor
calidad de descargas o efectos cronicos y mayores efectos deletéreos presentan
toxicidad quimica, limitacion de nutrientes, poblaciones que invierten energia para
mantener sus funciones vitales con efectos negativos en crecimiento y reproduccion.
Bajo los escenarios anteriores, los indices de condicion de M. curema analizados en el
presente estudio podrian indicar la disponibilidad de alimento, condiciones nutricionales
y metabodlicas, asi como efectos de exposicion a condiciones deletéreas por
contaminacién ambiental en cada sistema. En Ensenada del Pabelldn los indices de
condicion en los peces reflejaron un bajo uso de la energia en el crecimiento,
compensado en términos reproductivos (Fig. 13), lo que podria indicar que es un
sistema con disponibilidad de alimento pero mala calidad de descargas y causante de
deficiencias metabodlicas en los organismos. En el Estero de Urias los peces
posiblemente canalizaron la energia mayormente al mantenimiento de las funciones
basicas para su sobrevivencia quedando asi con baja eficiencia reproductiva, lo que
podria indicar que el sistema es afectado por descargas de mala calidad con efectos
deletéreos cronicos y causar toxicidad de naturaleza quimica en los organismos,
condiciones que han sido reportadas para poblaciones de peces provenientes de
sistemas altamente contaminados por mezclas de sustancias quimicas (Kirby et al,
2000). En el Estero Teacapan, los peces registraron el mayor FC y dos épocas de
reproduccion (Fig. 13), lo que hace suponer una buena condicién nutricional y
metabdlica, teniendo posiblemente un escenario de disponibilidad de alimento, mejor
calidad o menor cantidad de descargas antropogénicas y menores efectos deletéreos

que posiblemente indican buena salud en el sistema.
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Fig. 13. indices de condicién biolégica de M. curema de los tres sistemas durante las épocas de estudio.

7.2.1.3. Analisis molecular en Mugil curema
7.2.1.3.1. Secuenciacion y disefio de oligos de M. curema

Las secuencias obtenidas para Hsp70 y CYP450 de M. curema se muestran a

continuacion:

Mugil curema Hsp70, 354 bases
ATGACCAGAGACAACAACCTGTTGGGGAAATTTGAGCTGACTGGAATACCCCCAGCCCCC
CGAGGTGTTCCTCAGATTGAGGTTACTTTTGATATCGATGCCAATGGCATCATGAATGTT
TCCGCCGTCGACAAGAGCACTGGCAAGGAGAACAAGATTACAATTACCAACGaCAAAGGT
CGCTTGAGCAAGGAGGACATTGAGCGCATGGTCCAGGAAGCCGAGAAATACAAGGCTGAG
GATGATGTTCAGAGAGACAAGgTGACAGCCAAGAACGCTCTGGAGTCTTATGCCTTCAAT
ATGAAGTCTACTGTTGAGGACGAGAAGCTGAAGGGCAAGATCAGCGACGACGAC
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Mugil curema CYP1A, 487 bases
GACACAATCTCCACTGCCCTGTCGTGGTCAGTGATGTATTTGGTGGCTTACCCAGAGATA
CAGGAGAGGCTTTATCAAGAACTGAAGGAGAAGGTAGGTCTGGATCGTACACCTGTGCTT
GCTGATCGAAACAGCTTACCTCTTCTTGAGGCCTTCATCCTAGAGALCTTTCGCCATTCT
TCCTTCCTTCCCTTCACAATTCCACACTGCACCACAAAAGACACATCTCTGAATGGATAC
TATATTCCCAAAGACACCTGCGTCTTCATCAATCAGTGGCAGATCAACCATGATCCTGAG
CTGTGGAAAGATCCATCATCCTTCAATCCAGACCGTTTCCTCAGTGCTGATGGAAGTGAG
GTCAACAGGGTAGAAGAAGAGAAGGTGATGATTTTTGGCATGGGAAAGCGGCGCTGTATT
GGTGAGGTCATTGCACGAAATGAAGTCTACTTGTTCTTGGCCATCCTCATCCAAAAGCTG
CACTTCT

Para el analisis de los niveles de expresion génica de Hsp70 y CYP1A en M.
curema se disefaron los siguientes oligos, amplificando productos de 211 y 200 bases

respectivamente:

mcHSP70-F AAG AGC ACT GGC AAG GAG AAC AA
mcHSP70-R CTG ATC TTG CCCTTC AGC TTC TC

mcCYP1A-F ACC ATG ATC CTG AGC TGT GGA AA
mcCYP1A-R GAA GTG CAG CTT TTG GAT GAG GA

Como control interno se utilizo el gen 28S rRNA, con los siguientes oligos:

mc28S-F  GCG GTA CAC CTG TCA AAC GT AAC
mc28S-R  GAC ACC TCC TGC TTA AAA CCC AAA

La temperatura umbral (Tm) de replicacion de todos los oligos fue de aproximadamente
65 °C. Tanto la Tm como el tamafio de los productos (~200 pb) estan disefiados para el

analisis cuantitativo por PCR en tiempo real.
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7.2.1.3.2. Expresion de CYP1A en M. curema (PCR en tiempo real)

La determinacion de los niveles de citocromo P450 como respuesta de los
organismos a la presencia de contaminantes en ambientes acuaticos ha sido reportada
por muchos estudios en el mundo (Sleiderink y Boon, 1995; Aring y $Sen, 1999; Chaty et
al., 2004; Barber el. al., 2007) y es tomada como marco de referencia para monitorear
de manera general la presencia de mezclas de contaminantes que inducen la expresion
de CYP1A en M. curema; aunque también es probable que algunos compuestos
xenobidticos presenten la particularidad de inhibir dicha respuesta para lo cual son

necesarios nuevos estudios.

El analisis de los niveles de expresion de CYP1A se representa graficamente en
comparacién al grupo de menor nivel de expresion con valor “uno” (calibrador). En
Ensenada del Pabelldn los niveles de expresion de CYP1A en otoio de 2005 (157+175)
fueron significativamente mayores (p<0.05) respecto a los analizados en verano de
2006, los cuales, de hecho, presentaron el nivel de expresion minimo de CYP1A
(calibrador). En el Estero de Urias en otofio de 2005 también se registré una expresion
elevada, con 122+111 veces mayor que el calibrador, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas (p=0.085). Por su parte, en los organismos del Estero
Teacapan resalta el hecho de que no se registraron niveles elevados respecto al nivel
de expresion de referencia (p>0.05) durante todo el ciclo de estudio (Fig. 14).

49



Utilizacion de biomarcadores en peces y moluscos como indicadores de estrés ambiental en ecosistemas estuarinos

Inst. Cienc. Mar y Limnol. Univ. Nal. Autén. Méx. Rios-Sicairos, 2008
350 ~ b
< -
a 300
o
[0} 250 7 a
©
:5 200 B
4
s 150
X
(%)
K 100 - a a
3 50 b a \ a a | T a a
o ] a Sl
2 L ~ ==-N\\mim S\ A

Ensenada del Pabellén Estero de Urias Estero Teacapan
B3 Ver-2005 Oto-2005 @ Prim-2006 & Ver-2006

Figura 14. Comparacién temporal de los niveles de expresién de CYP1A en Mugil curema durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre épocas del
afo. (//): no se dispuso de datos.

Evidentemente, en otofio de 2005 los peces de Ensenada del Pabellon y Estero
de Urias incrementaron sus niveles de transcripcion de CYP1A, lo que algunos autores
relacionan con los mecanismos de respuesta celular para la excrecion o bioactivacion
de contaminantes durante la fase | del metabolismos de citocromo P450 (CYP1A)
(Billiard et al., 2004; Orellana y Guajardo, 2004; Barber el al., 2007). Asimismo, una
fuerte induccién de CYP1A es aceptada como un biomarcador de exposicion para
detectar ambientes acuaticos contaminados con algunos hidrocarburos poliaromaticos,
metales pesados, compuestos organoclorados o mezclas de ellos (Aring et al, 2001;
Fent, 2004; Siroka y Drastichova, 2004).

La posible presencia de estresores ambientales, inductores de un incremento en
la transcripcion de CYP1A en los peces de Ensenada del Pabellon y Estero de Urias en
otofio de 2005 (a pesar de no registrar diferencias significativas, p>0.05, entre sistemas)
(Fig. 15), puede obedecer a un inhabitual incremento en la precipitacion pluvial
registrada a finales del verano de 2005 (CNA, 2005), lo cual potencializa el acarreo de
contaminantes a los sistemas y puede resuspender la parte biodisponible de los ya
existentes, mediante las escorrentias ocasionadas por las lluvias. Algunos de los

contaminantes reportados como inductores de CYP1A en peces, han sido reportados
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histéricamente en estos sistemas, tales como PAHs, PCBs, plaguicidas, metales
pesados o mezclas de ellos (Villanueva y Botello, 1998; Galindo-Reyes et al., 1999,
2003; Green y Péaez, 2001) y posiblemente sus fuentes de emision provengan de
actividades agricolas, urbanas o industriales, desarrolladas cerca de los sistemas. Por
otra parte, la expresion de CYP1A en los organismos del Estero Teacapan, tendi6 a ser
menor que en el resto de los ecosistemas, lo cual puede indicar una mejor condicion en

los organismos de dicho ecosistema.
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Figura 15. Comparacioén de los niveles de expresion de CYP1A en Mugil curema durante el periodo de

estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre sitios. (/): no se
dispuso de datos.

7.2.1.3.3. Expresion de Hsp70 en M. curema (PCR en tiempo real)

Las proteinas de estrés Hsp70 (por sus siglas en inglés, Heat shock protein-
70kDa) participan en la integridad de otros grupos proteinicos, particularmente en la
reparacion del dafno ocurrido en proteinas a consecuencia de estrés celular,
desempefiando una funcién principal en la citoproteccion (Deane y Woo, 2006). Su
induccion se ha identificado en organismos expuestos a condiciones ambientales
desfavorables y quimicos capaces de ocasionar alteraciones homeostaticas y
macromoleculares (Kultz, 2005).

Los niveles de expresion de Hsp70 en Mugil curema, se representan

graficamente en comparacion al grupo con menor nivel de expresion con valor arbitrario
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“‘uno” (calibrador), teniendo en cuenta que la expresion de Hsp70 puede ser utilizada
como un biomarcador de respuesta general a condiciones de estrés que, en su
conjunto, pueden alterar la condicion basal del gen a niveles de expresion elevados
(Deane y Woo, 2006). EI menor nivel de expresion de Hsp70 fue registrado en
organismos de Ensenada del Pabellébn en verano de 2006 por lo cual fue asignado
como nivel de comparacion (calibrador). Los niveles maximos de expresion de Hsp70
se registraron en Ensenada del Pabellén y se observaron en otofio de 2005 con un
promedio de 49.3+55.8 veces mayor que el calibrador, registrando diferencias
significativas (p=0.003). Por su parte, en el Estero de Urias en otofio de 2005 el
promedio fue de 44.7+40.4 veces mayor que el calibrador pero no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) (Fig. 16). Las Hsp70 pueden ser usadas como
indicadores no especificos de estrés por mezclas de contaminantes (Olsson et. al.,
2005), por lo que es probable que los organismos de Ensenada del Pabellén y Estero
de Urias estuvieron expuestos a estrés ambiental en otofio de 2005, época durante la
cual aumenta el ingreso de contaminantes a los sistemas costeros por escurrimientos
pluviales, siendo ésta, una de las principales rutas de dispersion y captacion de
contaminantes tales como compuestos organoclorados, insecticidas, metales pesados y
compuestos bifenilos policlorados (Rosales-Hoz, 1979). Por otro lado, el Estero
Teacapan fue el unico sistema que no presentd una variacion evidente en los niveles de
expresion con respecto al calibrador, lo cual puede estar relacionado al relativamente

menor estrés al que pueden estar sometidas las poblaciones.

52



Utilizacion de biomarcadores en peces y moluscos como indicadores de estrés ambiental en ecosistemas estuarinos
Inst. Cienc. Mar y Limnol. Univ. Nal. Autén. Méx. Rios-Sicairos, 2008

= 100 -

o

—d
o

Miveles de expresio

[k}
Lo
1
[a 3

—

m

M

o

0 masen\ [[IlllE=E Nmm e

Ensenada del Pabelldn Estero de Urias Estero Teacapan
0 YWer-2005 Oto-2005 mFrim-20086 B Wer-2006

Figura 16. Comparacion temporal de los niveles de expresion de Hsp70 en Mugil curema durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre épocas del
afo. (//): no se dispuso de datos.

Por otro lado, en cada época de estudio, la expresiéon de Hsp70 en M. curema no
registro diferencias significativas (p>0.05) entre localidades. Sin embargo, la época con
mayor expresion (y mayor variabilidad) de Hsp70 fue otoio de 2005 para los
organismos de Ensenada del Pabellon y Estero de Urias (Fig. 17), probablemente
debido a una condicidn de estrés celular por factores como exposicion a contaminantes
particulares o0 mezclas quimicas como lo reportado por Weber y Janz (2001) en un
ensayo de exposicion del bagre I. punctatus a B-naptoflavona (BNF) y dimetilbenzo-a-
antraceno (DMBA) donde ocurrié una induccién en la expresion de Hsp70 en higado y
ovario y los autores lo interpretan como respuesta a estrés celular para evitar apoptosis

en células ovaricas.

La mayor variabilidad y actividad de Hsp70 en otofo puede ser, por si misma, un
sintoma de exposicidon a estrés ambiental en Ensenada del Pabelldn y Estero de Urias,
que se puede reflejar del registro histérico de contaminantes en sedimentos y
organismos en dichos sistemas, entre los cuales de encuentran algunos PAHS,
organoclorados (aroclor 1254, heptaclorobenzeno), metales pesados (Cd, Cu, Ni) y

plaguicidas (Alvarez, 1980; Izaguirre et al., 1992; Paez-Osuna et al., 1992; Galindo et
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al., 2003; Ruelas-Inzunza y Paez-Osuna, 2000; Ruiz et al., 2003), y que, pueden inducir
la expresidon de Hsp70 (Weber et al., 2002; Deane y Woo, 2006).
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Figura 17. Comparaciéon espacial de los niveles de expresion de Hsp70 en Mugil curema durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre sitios. (/):
no se dispuso de datos.

Lo anterior da una idea de las condiciones de exposicion a las que pueden estar
sometidas las poblaciones de dichos sistemas. Sin embargo, con los datos obtenidos
hasta el momento, es dificil identificar las causas que lo provocan. Por otra parte, el
anadlisis de algunos plaguicidas, metales pesados e hidrocarburos en tejidos y
sedimentos obtenidos en los sistemas estudiados, esta actualmente siendo
desarrollado y servira para evaluar si existe correspondencia entre las concentraciones

de los contaminantes y su efecto para las distintas respuestas.

7.2.1.4. Correlacion de biomarcadores en M. curema

La condicién fisiologica de un organismo generalmente responde a su edad,
condicion nutricional, reproductiva o a cambios ambientales y ocasionalmente el
organismo sufre cambios multiples para mantener su homeostasis. En el presente
estudio se analizaron las posibles interacciones entre los biomarcadores investigados

en M. curema, asi como con los parametros ambientales registrados (Tabla 4).
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Tabla 4. Matriz de Correlaciones de Pearson (r ; valor-p) para parametros ambientales (n=4-5), indices de
condicién biolégica y biomarcadores moleculares de Mugil curema en los tres ecosistemas de estudio.
(*no se dispuso de suficientes datos para el analisis).

Ensenada del Pabellén

IGS hembras IGS machos IHS FC Hsp70 CYP1A
Temperatura 0.04;0.96; 5 -0.065; 0.954  0.113; 0.887 -0.509; 0.491 -0.4;0.738 -0.247; 0.841
Salinidad -0.41; 0.96; 5 -0.631; 0.565 -0.32; 0.68 -0.914; 0.086 -0.378; 0.753 -0.224; 0.856
Ox. Dis. -0.08; 0.947 n=2* -0.082; 0.95 -0.098; 0.938 n=2* n=2*
IGS hembras - - 0.827; 0.001 0.147; 0.139 -0.139; 0.661 -0.197; 0.5
IGS machos - - 0.139; 0.684 0.609; 0.047
IHS - - - 0.120; 0.204 -0.25; 0.389 -0.288; 0.318
FC - - - - -0.033; 0.911 -0.094; 0.75
Hsp70 - - - - - 0.978;<0.001

Estero de Urias

IGS hembras  IGS machos IHS FC Hsp70 CYP1A
Temperatura -0.116; 0.852 0.026; 0.967 0.674; 0.212 0.82; 0.089 -0.424; 0.576 -0.424; 0.576
Salinidad -0.033; 0.959 -0.032; 0.96 -0.578; 0.31 -0.675; 0.211 0.075; 0.925 0.035; 0.965
Ox. Dis. 0.051; 0.949 -0.551;0.449  -0.226;0.77 -0.938; 0.062 -0.445; 0.707 -0.393; 0.743
IGS hembras - - 0.63; 0.001 -0.127; 0.191 -0.153; 0.533 -0.149; 0.542
IGS machos - - 0.393;0.032  0.082; 0.667
IHS - - - 0.058; 0.492 -0.257;0.274 -0.264; 0.261
FC - - - - -0.0171; 0.943  0.031; 0.898
Hsp70 - - - - - 0.995;<0.001

Estero Teacapan

IGS hembras  I1GS machos IHS FC Hsp70 CYP1A
Temperatura -0.332; 0.585 -0.287; 0.64 0.572;0.314 0.687; 0.2 0.866; 0.134 0.579; 0.421
Salinidad -0.099; 0.874 0.024; 0.97 0.513; 0.377 -0.466; 0.429 0.491; 0.509 0.004; 0.996
Ox. Dis. -0.853; 0.147 -0.902; 0.098  -0.488; 0.51 -0.66; 0.34 0.983; 0.097 0.83; 0.376
IGS hembras - - 0.431; 0.001 -0.073; 0.413 0.379; 0.0995 0.463; 0.039
IGS machos - - 0.475; 0.034 -0.210; 0.374
IHS - - - -0.075; 0.360 0.283; 0.227 0.259; 0.269
FC - - - - 0.002; 0.994 0.098; 0.68
Hsp70 - - - - - 0.966;<0.001

Es un hecho que los procesos reproductivos en muchas especies de peces y

otros grupos taxonomicos estan asociados a la temperatura, fotoperiodo y otros

factores ambientales. En el presente estudio, sin embargo, la falta de correlaciones se

puede deber a que las tres variables ambientales se determinaron puntualmente en

cada estacion del afio (n = 5).
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Las variables biolégicas si presentaron variaciones espaciales y temporales que
registraron correspondencias ecotoxicologicas relevantes. Por ejemplo, la correlacion
positiva entre el IHS e IGS (r>0.43, p<0.001, n>76; Fig. 18), lo que manifiesta la
interaccién entre la condicion fisioldgica del higado con los procesos reproductivos del
organismo ya que este 6rgano actua como una glandula que sintetiza vitelogenina para
la formacién de vitelo, lo cual explica la relacion con el IGS en las hembras (Bromage y
Cumaratunga, 1988; Fanta et al., 2003). Sin embargo, debido al desarrollo gonadal y
los cambios fisioldgicos que experimentan el higado y las gbénadas en este proceso, el
IHS e IGS no presentan una correlacion lineal sino que en una primera fase el IHS
aumenta durante la sintesis vitelogénica en el higado, seguido de un aumento en el IGS
durante la transferencia de reservas energéticas y crecimiento de los oocitos en la

maduracién ovarica (Berg, 2003).
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Figura 18. Correlacion de Pearson entre el indice Gonadosomatico e indice hepatosomatico de hembras
de M. curema de los tres ecosistemas durante el periodo de estudio.

La correlacion positiva (r=0.43, p<0.001, n=102) entre el IGS e IHS de las lisas
del Estero Teacapan presenta un comportamiento notoriamente diferente respecto a los

otros sistemas (lo cual el evidente en la menor correlacidn) y refleja claramente un
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mayor esfuerzo reproductivo que posiblemente puede ser traducido en una mayor

fecundidad y, por lo tanto, viabilidad de su poblacion.

El factor de condicion en Ensenada del Pabellon registré los menores valores en
el presente estudio, con un aumento atipico en primavera (Fig. 11) donde ocurrioé el pico
reproductivo, por lo que registrd6 una correlacion directa con el IGS en machos, sin
embargo esta condicién no se observo en las otras localidades, asi como en un estudio
previo de la especie donde fueron comparados dichos indices biolégicos (Rios-Sicairos,
2004).

Los niveles de expresion de Hsp70 y CYP1A presentaron una induccion similar
en los organismos analizados en los tres ecosistemas durante el periodo de estudio,
registrando una correlacién directa (r=0.983, p<0.001) (Fig. 19). Es conocido que las
Hsp70 juegan un papel importante en la integridad celular con efectos antiapoptéticos
en respuesta a estresores (Guzhova et al., 2001), ademas, la induccion de CYP1A
participa en la excrecion de compuestos y metabolitos xenotdxicos (Rocha-e-Silva et al.,
2004) los cuales forman ligandos con un receptor proteinico comun (AhR) que actua
antagdénicamente como factor de trascripcion en estos dos grupos de genes (Backlund
et al., 1999) para mantener la integridad celular y finalmente las funciones vitales del

organismo en un ambiente estresante.
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Figura 19. Correlacién de Pearson entre el nivel de expresion de Hsp70 y CYP1A de Mugil curema de los
tres ecosistemas durante el periodo de estudio.

7.2.2. Mytella strigata
7.2.2.1. Proporcién de sexos de M. strigata

En un estudio paralelo, Leal Tarin (2007) identific6 el sexo y estadios de
maduracién gonadicos de 521 organismos analizados en el presente estudio, de los
cuales 181 fueron procedentes de Ensenada del Pabellén correspondiendo una
proporcion aproximada de 1:1 (H:M) en ambas estaciones. En el Estero de Urias fueron
analizados 181 organismos de los cuales 89 fueron provenientes de la estacion Juarez
registrando una proporcién de 0.82:1 (H:M). Por su parte, en la estacion Sirena se
analizaron 92 organismos y fue registrada una proporciéon de 1.5 hembras por cada
macho registrando diferencias significativas (p<0.05) entre sexos tomando en cuenta
que la proporcion en bivalvos es generalmente 1:1 (H:M) (Rodriguez et al., 2003). En el
Estero Teacapan se analizaron 159 organismos de los cuales 70 fueron procedentes de
la estacién Boca registrando 1.9:1 (H:M) con diferencias significativas (p<0.05) y en la
estacion Cruces la proporcidon se mostré equilibrada en un total de 89 organismos
analizados (Fig. 20).
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Figura 20. Comparacion de la proporcidon de sexos de Mytella strigata de cada sitio de estudio. Prueba Z
(*) indica diferencias significativas (z =2 1.971, p < 0.049) entre proporciones de sexos.

El desequilibrio en la proporcion de sexos de una poblacion puede afectar su
abundancia o supervivencia en el sistema y por tanto puede representar cambios de
alta relevancia ecologica. La proporcion consistentemente mayor de hembras en la
estacion Sirena (Estero de Urias) posiblemente responde a estresores ambientales
como compuestos que producen disfuncion endocrina, principalmente estroégenos
ambientales provenientes de mezclas de efluentes urbanos que afectan Ila
diferenciacion sexual de juveniles resultando mas hembras que machos (Wang y Croll,
2004). En sitios cercanos a la estacion Sirena se han detectado metales pesados como
cadmio (Ruelas y Paez, 2000) el cual ha sido sefialado por mimetizar los efectos del
estradiol (Stoica et al., 2007). Por otro lado, la estacion Sirena se localiza cercana a los
astilleros reparadores de barcos que probablemente son fuente de tributilestafo (TBT) y
sus derivados contenidos como biocidas en pinturas de uso marino, los cuales causan
alteraciones endocrinas en la biota; sin embargo han sido reportados en moluscos con
efectos de masculinizacion (aparicion de 6érganos masculinos en hembras) (Camillo et
al., 2004).
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En el caso de la estacion Boca en el Estero Teacapan, también se registraron
diferencias significativas entre sexos, probablemente ligado a un factor de reclutamiento
de hembras por ser una poblacion joven relativamente pequena en organismos vy tallas
donde ocurrié la desaparicién de la poblacion en otofio de 2005 y julio de 2006;
posiblemente como consecuencia de estrés osmotica, ya que en otofio de 2005 se
registro una salinidad de 19 ups en dicha estacion.

7.2.2.2. indices de condicion biolégica de M. strigata
7.2.2.2.1. indice Gonadosomatico (IGS) de M. strigata

De acuerdo con los analisis histologicos de las godnadas, los organismos
recolectados registraron una maduracion gonadal con desoves multiples en los tres
ecosistemas tanto en hembras como en machos a lo largo del periodo de estudio (Leal-
Tarin, 2007). Por otro lado, para el analisis de indices biolégicos en M. strigata fueron
requeridos organismos congelados y no se identifico el sexo histolégicamente, por tanto
ambos sexos fueron analizados juntos. El IGS es un indicador de la condicién
reproductiva (Rodriguez y Marafion, 1993) y refleja el desarrollo gonadal de los
organismos. En el presente estudio el IGS registrd variaciones a lo largo del tiempo de
manera intermitente (excepto las estaciones Boca y Cruces), lo que indica que estas
poblaciones tienen un ciclo reproductivo continuo con picos maximos en otofio de 2005
con diferencias significativas en Mapachera y Juarez (p<0.05) y primavera de 2006 con
diferencias significativas en Mapachera, Guamuchilera, Juarez y Sirena (p<0.05)
respecto a los periodos de reposo (Fig. 21). Este comportamiento fue similar a lo
reportado por Baez et al. (2005) para G. demissa (Mytilidae) de ambientes tropicales

donde el bivalvo registré dos periodos reproductivos delimitados en verano e invierno.
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Figura 21. Comparacion de la variacién temporal del indice Gonadosomatico de Mytella strigata en cada
sitio de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para cada sitio.
(//): no se dispuso de datos.

En el caso de las estaciones del Estero Teacapan, probablemente la baja
actividad reproductiva se deba a que los individuos pertenecian a una cohorte de
organismos juveniles y de primera edad de maduracibn ya que se registraron
mortalidades masivas en otofio de 2005 y verano de 2006 principalmente en la estacion
Boca. Es dificil determinar con certeza las causas de dichas mortalidades y
posiblemente se deba a la interaccidn de condiciones particulares tales como la
competencia por el alimento, salinidades bajas, contaminacion y un estrés post-desove
lo cual ha sido reportado en mortalidades masivas para otros mitilidos (Cartier et al.,
2004). La actividad reproductiva de M. strigata contrasta con la buena condicion
registrada en M. curema para dicho ecosistema, lo que resalta la importancia de realizar
estudios de monitoreo con especies de diferentes niveles tréficos que aportan evidencia
(aun contradictoria) de las condicion ambiental del ecosistema.

Por otro lado, la mayor actividad reproductiva de las poblaciones de M. strigata
se registré en primavera de 2006 donde el IGS de Guamuchilera, Juarez y Sirena fue
mayor significativamente (p<0.05) con respecto al resto de las estaciones de estudio
(Fig. 22). En otofio de 2005 la estacion Juarez registr6é un IGS alto (p<0.05), asi como

en invierno la estacidon Mapachera registré elevado IGS (p<0.05) respecto al resto de
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las estaciones. En verano de 2006 se cuenta con registros de una estacion por cada
localidad y el IGS no registro diferencias (p>0.05) entre sus poblaciones.

indice Gonadosomatico

Oto-05 Inv-06 Pri-06 Ver-06

O Mapachera Guamuchilera M Juarez Sirena Boca ECruces

Figura 22. Comparacién de la variacidon espacial del indice Gonadosomatico de Mytella strigata en cada
época de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sitios para cada
época. (//): no se dispuso de datos.

La maduracion gonadica de muchas especies acuaticas y particularmente de
moluscos, depende de factores ambientales como la temperatura, salinidad, fotoperiodo
y disponibilidad de alimento (Baez et al., 2005), asi como la presencia de
contaminantes o factores ambientales adversos que pueden limitar la reproduccion y
viabilidad de los ovocitos. En el Estero Teacapan es posible que las poblaciones
estuvieran bajo condiciones de estrés principalmente por las bajas salinidades
registradas en otofio de 2005 (Fig. 4) y una fuerte competencia por la disponibilidad de
alimento donde ocurrié un reclutamiento de poblaciones juveniles que probablemente
utilizan la conversion energética principalmente para el crecimiento (Reusch, 1998). En
el caso del Estero de Urias, la estaciéon Sirena registré el IGS mas alto (p<0.05)
respecto al resto de las estaciones en primavera de 2006 y la estacion Juarez registro
el IGS elevado (p<0.05) en otoio de 2005, observando en general el IGS mayor en las
estaciones de Juarez y Sirena con un promedio de 23.66 y 18.59 respectivamente

seguidas por Guamuchilera (18.35) y Mapachera (15.11) reflejando una considerable
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actividad reproductiva debido principalmente a la disponibilidad de alimento por la
elevada presencia de materia organica y nutrientes presentes en ambos ecosistemas
que han sido asociados a actividades antropogénicas (Paez-Osuna et al., 1998, Soto-
Jiménez et al., 2001). Sin embargo, en este estudio no fue determinada la calidad de
los gametos y es posible que el incremento en el IGS sea una estrategia de
compensacion para un bajo éxito en la viabilidad de los embriones como ocurre en

otras especies (Smith y Suthers, 1999).

7.2.2.2.2. indice de Glandula Digestiva (IGD) de M. strigata

El IGD en bivalvos ha sido utilizado para estudiar la calidad nutricional de los
organismos y se ha considerado que participa en el ciclo gametogénico (Cartier et al.,
2004) por lo que puede ser un indicador de la condicion nutricional del organismo. En
Ensenada del Pabellén el IGD registro los valores minimos durante el invierno y la
primavera de 2006 sin detectar variaciones significativas (p>0.05) en Mapachera y
Guamuchilera a través del periodo de estudio. En el Estero de Urias los valores
minimos también fueron detectados en invierno de 2006, registrando en Juarez
diferencias significativas (p<0.05) respecto al resto de las épocas de estudio y en Sirena
diferencias (p<0.05) significativas con respecto a primavera y verano de 2006. En el
Estero Teacapan no se obtuvieron organismos en el sitio Boca en otofio de 2005 vy
verano de 2006 debido a una baja en sus poblaciones sin registrar diferencias (p>0.05)
en el IGD entre el invierno y primavera de 2006. Sin embargo en Cruces el menor IGD
se registro en primavera de 2006 mostrando diferencias significativas (p<0.05) respecto
a otofio 2005 e invierno de 2006 donde el IGD fue mayor (Fig.23).

63



Utilizacion de biomarcadores en peces y moluscos como indicadores de estrés ambiental en ecosistemas estuarinos

Inst. Cienc. Mar y Limnol. Univ. Nal. Autén. Méx. Rios-Sicairos, 2008
30 7
h ] a3 b oh
g 25 T
i aaala a8 8
O 20 - - & n aa 23
]
: ' |
T 15 A
il
4]
o 10
=
S 5
=
=
D T /5'/ f /‘-::/ f lfj:/ /;/ f
Map Gua Jdua Sir Boc Cru
Oto-05 £ | rwe-06 mFri-06 B Ver-06

Figura 23. Comparacién de la variacién temporal del indice de Glandula Digestiva de Mytella strigata en
cada sitio de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para cada
sitio. (//): no se dispuso de datos.

Es posible que durante los periodos de mayor actividad metabdlica (temperaturas
elevadas) junto a la abundante disponibilidad de alimento por la alta carga de materia
organica, nutrientes y proliferacion de organismos plancténicos en el Estero de Urias,
ocurra una acumulacion de reservas energéticas en el tejido de la glandula digestiva y
tejido gonadico de M. strigata durante el otofio, primavera y verano, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Moreno et al. (1998) donde sefalan que el incremento del
IGD del molusco lllex argentinus se debe a cambios en la abundancia y composicion de
la dieta durante ciertos periodos del afio. Ocurre algo similar con los organismos de
Ensenada del Pabelldn, sin embargo no se observan diferencias significativas (p>0.05)
entre épocas del afo. Por el contrario, en el Estero Teacapan el elevado IGD en
invierno puede reflejar un ritmo metabdlico acelerado durante el desarrollo de
organismos juveniles durante la repoblacién posterior a las mortalidades masivas

registradas en otofio de 2005.

Por otro lado, el IGD presents variaciones entre sitios a través de las épocas del
afo, registrando en otofio de 2005 los sitios Juarez y Cruces con el mayor IGD, en
Invierno de 2006 los sitios Boca y Cruces (Estero Teacapan) tuvieron diferencias

significativas (p<0.05) respecto al resto de los sitios con menor IGD, mientras que en la
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primavera de 2006 fueron mayores los IGD de Juarez, Sirena (Estero de Urias) y Boca
(Estero Teacapan) con diferencias significativas (p<0.05) respecto a los otros sitios, por
su parte en verano de 2006 la estacion de Sirena (Estero de Urias) registré diferencias
significativas (p<0.05) con el mayor IGD respecto al resto de los sitios de estudio (Fig.
24).
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Figura 24. Comparacién espacial del indice de Glandula Digestiva de Mytella strigata en cada época de
estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sitios para cada época. (//): no
se dispuso de datos.

La serie de variaciones anteriormente sefaladas pueden estar sujetas a dos
escenarios, englobando principalmente la condicion de disponibilidad de alimento
durante el otofio y la primavera en el caso del Estero de Urias y la continua actividad
digestiva para el desarrollo de organismos juveniles en el caso del Estero Teacapan.

7.2.2.2.3. indice de Condicioén (IC) de M. strigata

El indice de condicion (IC) de los organismos refleja el estado de bienestar o
salud de acuerdo a la biomasa del individuo (Rainer y Mann, 1992). En el presente
estudio se observaron variaciones a través del tiempo en las seis estaciones sin

obtener un patron definido por lo que cada sitio muestra condiciones particulares y
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puntuales (Fig. 25). La estacion Mapachera registré los ICs promedio mas altos en
verano de 2005 (13.41), otofio de 2005 (14.29) e invierno de 2006 (12.95) (p<0.05), por
su parte los organismos de Guamuchilera registraron en otofio el promedio del IC
minimo (8.66) con valores maximos en verano de 2005 (12.69) y primavera (11.04). En
Juarez los ICs con mayor promedio se observaron en verano (11.9) y otofio (11.53) de
2005 (p<0.05). En Sirena el IC mayor se registro en invierno (12.84), en Boca en
invierno (20.38) y primavera (18.9) el IC fue mayor (p<0.05) y en cruces el IC mayor se

registré en primavera (12.00) (p<0.05).
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Figura 25. Comparacion temporal de la variacién del indice de condicién de Mytella strigata en cada sitio
de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre épocas para cada sitio. (//):
no se dispuso de datos.

Por su parte el IC promedio registrado en Boca en invierno (20.37) y primavera
(18.9) de 2006 registro diferencias (p<0.05) respecto al resto de las estaciones, debido
principalmente a que pertenecen a cohortes de organismos juveniles los cuales estan
constituidos por valvas relativamente delgadas por su reciente formacion y acelerado

crecimiento en biomasa (Fig. 26).
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Figura 26. Comparacién espacial de la variacién del indice de Condicién de Mytella strigata en cada
época de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sitios para cada
época. (//): no se dispuso de datos.

7.2.2.3. Analisis molecular de M. strigata
7.2.2.3.1. Secuenciacion y disefo de oligos de M. strigata

Las secuencias obtenidas para Hsp70 y CYP450 de M. strigata se muestran a

continuacion:

Mytella strigata HSP70, 270 bases
TGGTGAGGACTTTGACAACAGAATGGTCAACCACTTCATCCAGGAATTCAAACGAAAACA
CAAAAAAGACATTACTGATAACAAGAGGGCTGTCCGTCGTCTGAGAACAGCCTGTGARAAG
AGCCAAGAGAACACTTTCCTCCAGCACACAAGCCAGTGTAGAAATTGATTCATTGTACGA
AGGTATTGATTTCTACACAAGCATCACAAGAGCTAGATTTGAAGAATTGAATGCTGATCT
CTTTAGAGGGACCTTGGAACCAGTAGAAAA

Mytella strigata CYP4, 356 bases.
ATGTTTGAGGGGCACGACACAACTGCTGCTGCGATGAGTTTTACCCTTCATTTAATTGGT
GCACATCCAGATGTACAGGATAAGGTCCATCAGGAACTTGATGAGGTGTTTGGTGATAGC
AATAGAAGACCTACGATGAAGGACCTAAAGTCATTGAAGTATCTAGAATGTGTCATARAG
GAGGCTTTGAGGCTTTTTCCGTCAGTACCTTTCTTCGGAAGAACGACAACAGAGGATTTG
GTCATCAATGATGTGACAATTCCACGAGGCACGACATGTATACTGGTGACCTTTGCCTTG
CATATGGATCCTGAACAATTCCCTGAGCCGGAGAAATTTGACCCAGATCGCTTCCC
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Disefio de oligos

Para Mytella strigata fueron disefiados oligos especificos para amplificar los
genes Hsp70 y CYP4. Los productos de PCR son de 173 y 193 bases respectivamente.
Las secuencias de los oligos se muestran a continuacion:

msHSP70-F GTC GTC TGA GAA CAG CCT GTG AAA
msHSP70-R TTC TAC TGG TTC CAA GGT CCC TCT

msCYP4-F ATG TTT GAG GGG CAC GAC ACA
msCYP4-R GCC TCA AAG CCT CCT TTATGA CAC

Como control interno se utilizo el gen 18S rRNA, con los siguientes oligos:

ms18S-F  CCT TGG TGC TCT TGA CTG AGT GTC
ms18S-R  GGC GAT CCA AGA ATT TCA CCT CTA

7.2.2.3.2. Expresion de Hsp70 en M. strigata (PCR en tiempo real)

Las proteinas de estrés (Hsp70) fundamentalmente reparan dafios en la sintesis
de proteinas que pueden ocurrir como consecuencia de multiples estresores (Deane y
Woo, 2006). Los niveles de expresion de Hsp70 analizados en 20 individuos de M.
strigata de ambas estaciones de Ensenada del Pabellon (Mapachera y Guamuchilera)
se mantuvieron relativamente en proporciones bajas al no rebasar por mas de 5.2
veces el nivel promedio minimo registrado en el presente estudio, el cual fue
arbitrariamente tomado como nivel de comparacion, tomando en cuenta que las
proteinas de estrés presentan mayores niveles de expresion bajo la presencia de
multiples estresores ambientales y compuestos xenobidticos. Presentando en
Mapachera una expresion promedio de 4.35+1.04 en otofio con diferencias
significativas (p<0.05) respecto al nivel minimo. La estacion Guamuchilera registro
mayor variabilidad de expresién y no se observaron diferencias (p>0.05) respecto al
calibrador. En Juarez se registré el mayor nivel de expresion de Hsp70 (30.7£24.6) en
primavera (p<0.05), también observando diferencias significativas (p<0.05) en verano
de 2006. En la estacion Sirena se observaron diferencias significativas (p<0.05) en
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todas las épocas respecto a la expresion basal. En las estaciones del Estero Teacapan
también se registré una elevada expresion (p<0.05) en los niveles de Hsp70 en todas

las épocas a excepcion de Cruces en primavera (Fig.27).
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Figura 27. Comparacion temporal de los niveles de expresion de Hsp70 en Mytella strigata durante el
periodo de estudio (ANOVA, p<0.05) entre épocas del afo. (//): no se dispuso de datos.

La baja expresion de Hsp70 en M. strigata de Ensenada del Pabellon puede
indicar que los organismos no presentaron exposicidn cronica a estresores ambientales
y/o antropogénicos, ya que la expresién del gen a nivel de mRNA responde a
condiciones de exposicion temprana, cuando el o los agentes inductores (estresores)
interactuan con elementos reguladores del DNA y ocurre la transcripcion y expresion del
gen a nivel de mRNA (Stegeman y Hahn, 1994). Por otro lado, en el Estero de Urias se
observo la mayor sobre expresiéon de Hsp70 en M. strigata con un promedio total de
9.31£7.08 y registrando en primavera de 2006 la estacién Juarez con la expresion mayor
a los demas sitios de estudio (p<0.05) (Fig. 28), lo que indica una posible exposicion de
organismos a estresores tales como sustancias tdxicas que pueden alterar las
funciones celulares entre los cuales estan metales pesados, TBT, PAHs, PCBs, y han
sido relacionados con niveles altos en la expresién de Hsp70 (Steinert y Pickwell, 1993;
Kohler et al., 2000; Cruz y Chu, 2002; Olsson, 2005).
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Figura 28. Comparacion espacial de los niveles de expresién de Hsp70 en Mytella strigata durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre sitios. (//):
no se dispuso de datos.

7.2.2.3.3. Expresion de CYP4 en Mytella strigata (PCR en tiempo real)

En los bivalvos a diferencias de peces y otros vertebrados, el metabolismo de
compuestos endoégenos y exogenos presenta menor actividad debido a que en este
grupo de organismos existen menor cantidad de complejos enzimaticos para realizar la
oxidacion y conjugacion de sustancias por lo que la presencia de citocromos P450 es
limitada y participa en funciones tales como el metabolismo de acidos grasos de cadena
larga y se ha demostrado que se induce en presencia de PAHs, DEHP (Rewitz et al.,
2004; Chaty et al., 2004). Sin embargo, también se ha descrito la inhibicion de CYP4 en
presencia de hidrocarburos como B-naftoflavona (BNF) (Snyder, 1998) por lo que en
este caso es dificil identificar un nivel de comparacion que indique una menor
exposicion a mezclas de contaminantes que alteren los niveles de expresion de CYP4
en M. strigata. Sin embargo las variaciones extremas en los niveles de expresion de
CYP4 en M. strigata pueden indicar alteraciones metabdlicas causadas por la presencia

de compuestos xenotdxicos o estresores ambientales en los organismos.

Se analizaron los niveles de expresién de CYP4 en 20 organismos por cada sitio,
siendo Mapachera y Guamuchilera los dos sitios con menores niveles de expresion

(1.34+0.28 y 1.25+0.34 respectivamente) sin reflejar variaciones significativas (p>0.05)
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excepto los organismos de Mapachera en otofio (p<0.05) con respecto al nivel minimo
de expresion del gen. En el caso de las estaciones Juarez, Sirena y Boca se registraron
los niveles de expresion de CYP4 mayores en la primavera (p<0.05) respecto al nivel de
expresion minimo y en cruces se observé una expresion significativa (p<0.05) en
verano de 2005 (Fig. 29). El mayor nivel de expresion de CYP4 en la estacion Juarez
en primavera 2006 pudiera estar relacionada a desechos de las plantas procesadoras
de pescado, los cuales son ricos en aceites y acidos grasos, sin embargo no se cuenta
con datos que lo confirmen.
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Figura 29. Comparacion temporal de los niveles de expresion de CYP4 en Mytella strigata durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre épocas del
afo. (//): no se dispuso de datos.

Por otro lado, al hacer comparaciones entre sitios de estudio en cada época del
afo, los organismos analizados no registraron diferencias (p>0.05) en los niveles de
expresion de CYP4 con excepcién de una elevada expresion del gen en los organismos
de la estacidon Juarez en primavera de 2006 donde se registraron diferencias

significativas (p<0.05) con el resto de los sitios (Fig. 30).
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Figura 30. Comparacion espacial de los niveles de expresion de CYP4 en Mytella strigata durante el
periodo de estudio. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA, p<0.05) entre sitios. (//):
no se dispuso de datos.

Un comportamiento similar de observd en la expresiéon de Hsp70 por lo que
posiblemente ambos genes participen en procesos fisioldégicos tales como la
reproduccion y/o procesos de mantenimiento de la integridad celular ante agentes
exogenos. El estudio de las isoformas de genes CYPs en invertebrados esta limitado
principalmente a ensayos experimentales por lo que aun muchos procesos son
desconocidos (Chaty et. al., 2004) y son necesarios estudios de caracterizacion y
funcionalidad de estas enzimas ante compuestos enddégenos y variables ambientales
para ser usados como biomarcadores de estrés ambiental y hacer interpretaciones mas

adecuadas.

7.2.2.4. Correlacion de biomarcadores de M. strigata

Las condiciones ambientales en conjunto, influyen en los procesos biologicos,
actividades energéticas y de regulacion del organismos con el medio (Spanopoulus et
al., 2005) por lo que es posible encontrar correspondencia entre las variables
ambientales, los procesos biolégicos y subcelulares. El IGS de M. strigata de las
estaciones de estudio no registrd correlacion (p>0.05) con respecto a los parametros
ambientales de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto (Tabla 5), probablemente
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porque la especie presenta desove de manera continua en diferentes épocas del ano.
Asimismo, el analisis presenta un numero de muestra reducido debido a los registros

puntuales de los parametros ambientales.

Tabla 5. Matriz de Correlaciones de Pearson (r ; valor-p) para pardmetros ambientales, indices de
condicién bioldgica y biomarcadores moleculares de Mytella strigata en los tres ecosistemas de estudio.

Ensenada del Pabellon (Mapachera)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura  -0.860.33  0.882;0.312 -0.301;0.699  0.168; 0.832 -0.06; 0.94
Salinidad -0.808;0.401  0.925;0.249  -0.189;0.811  0.174;0.826  0.038; 0.962
Ox. Dis. n=2 n=2 -0.6; 0.59 -0.729;0.48  -0.87;0.325
IGS - 0.056; 0.615  0.47; <0.001 0.053;0.875  0.093; 0.774
IGD - - -0.148;0.179  0.317;0.342  0.144; 0.655
IC - - - -0.005; 0.985  0.391;0.121
Hsp70 - - - - 0.776;<0.001

Ensenada del Pabellon (Guamuchilera)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura N=2 n=2 0.587; 0.6 0.227;0.773  -0.188;0.812
Salinidad N=2 n=2 -0.996; 0.054  -0.368;0.632  -0.639; 0.361
Ox. Dis. N =1 n=1 n=2 -0.635;0.562  -0.409; 0.731
IGS - -0.157;0.192  0.211;0.078  -0.034;0.925  -0.276; 0.44
IGD - - 0.210; 0.08 -0.682; 0.03  -0.139; 0.701
IC - - - -0.181;0.518  0.109; 0.699
Hsp70 - - - - 0.583; 0.007

Estero de Urias (Juarez)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura N=2 n=2 0.825;0.383  -0.803;0.197  -0.763; 0.237
Salinidad N=2 n=2 -0.764;0.446  0.542;0.458  0.506; 0.494
Ox. Dis. N =1 n=1 n=2 0.087;0.945  0.849; 0.355
IGS - 0.337; 0.005  0.075; 0.537 -0.22;0.471  -0.223;0.442
IGD - - 0.477;<0.001  -0.251;0.387  -0.312; 0.258
IC - - - -0.183;0.454  -0.237; 0.314
Hsp70 - - - - 0.973;<0.001

Estero de Urias (Sirena)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura  -0.76; 0.45 -0.1;0.936  -0.09;0.905  -0.891;0.109  -0.71;0.29
Salinidad 0.535;0.641  0.971;0.155  0.861;0.139  -0.596;0.404  -0.882;0.118
Ox. Dis. n=2 n=2 0.104;0.934  -0.863;0.337  -0.692; 0.513
IGS - 0.33; 0.001 0.044; 0.67 0.229;0.431  0.027;0.925
IGD - - 0.243;0.017  -0.104;0.724  -0.05; 0.851
IC - - - -0.089; 0.726  -0.127; 0.605
Hsp70 - - - - 0.927;<0.001
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Estero Teacapan (Boca)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura =1 n=1 n=2 n=2 n=2
Salinidad 1 n=1 n=2 n=2 n=2
Ox. Dis. =0 n=0 n=1 n=1 n=1
IGS - 0.119;0.436  -0.598;<0.001  0.962; 0.038  0.907; 0.093
IGD - - 0.056; 0.711 0.831;0.169  0.779; 0.221
IC - - - 0.867; 0.002  0.865; 0.003
Hsp70 - - - - 0.894;<0.001

Estero Teacapan (Cruces)

IGS IGD IC Hsp70 CYP4
Temperatura -0.394;0.742  0.078;0.95  -0.471;0.529  0.791;0.209  0.754; 0.246
Salinidad -0.969;0.16  -0.742;0.468  0.245; 0.755 0.161;0.839  0.207; 0.793
Ox. Dis. n=2 n=2 0.069; 0.956 0.991;0.085  1.000; 0.013
IGS - 0.194;0.062  0.143;0.174  -0.025;0.931  -0.019; 0.947
IGD - - -0.166; 0.114  -0.269;0.332  0.053; 0.851
IC - - - -0.175;0.461  -0.219; 0.353
Hsp70 - - - - 0.839;<0.001

El IGD de M. strigata registré variaciones durante el periodo de estudio en las seis
estaciones monitoreadas pero no registré correlacion (p>0.05) con los parametros
ambientales de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua. Esto se debe a que
el IGD responde mayormente a cambios en la disponibilidad de alimento (Cartier et al.,
2004) por lo que es posible que presente una estrecha relacién con la gametogénesis
bajo condiciones favorables como se observo con el IGS en el Estero de Urias donde
se registré una correlacién positiva (p<0.05); sin embargo, cabe mencionar que dicha
correlacién solo explica el 33 % de la relacion entre variables (Fig. 31) y bajo esas
consideraciones es posible mencionar que dicho sistema registré las estaciones con

mejor esfuerzo reproductivo.
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Figura 31. Correlacion de Pearson entre el indice gonadosomatico y el indice de glandula digestiva de M.
strigata en a) Juarez y b) Sirena durante el periodo de estudio.

El indice de condicidon (IC) no registré correlaciéon (p>0.05) con los parametros
ambientales. Por otro lado, se observd una correlacién positiva con el IGS de la
estacion de Mapachera (r= 0.319; <0.001) y una correlacién negativa con la estacion de
Boca (r= -598; <0.001), donde ambas correlaciones corresponden a escenarios
diferentes teniendo en el estero de Mapachera organismos adultos con actividad
gonadica y abundancia de materia organica y nutrientes logrando mantener su biomasa
durante la reproduccion, mientras que en el estero de Boca los organismos son
juveniles sujetos a condiciones poco favorables que al destinar el gasto energético al

crecimiento sacrifican su reproduccion y viceversa (Fig. 32).
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Figura 32. Correlacion de Pearson entre el indice de condicién y el indice gonadosomaético de M. strigata
en a) Mapachera y b) Boca durante el periodo de estudio.

En cuanto al Estero de Urias, la disponibilidad de alimento se reflejan en los altos

ICs de M. strigata y se observd una correlacidon positiva (p<0.05) con el IGD de las dos

estaciones estudiadas en el ecosistema (Fig. 33), posiblemente relacionado a que la

glandula digestiva gana peso durante periodos de disponibilidad de alimento.

50 -
45
40
35 -
30 -
25 -
20 £z r=0477
154 A n=71
10 A
5 |
0 : .

indice de glandula digestive

0 10 20 30
Indice de condicidn
a) Juarez

] r=0243
| p=00168 s
n=296
] E
J . 0 &
&
i ﬁvovoooﬂ S "o
E 5 L3
@ {>¢4§§>44§;0¢:& &
4 ai} @ o5 T E
0 ] 10 15 20

indice de condicidn

b) Sirena

Figura 33. Correlacién de Pearson entre el indice de glandula digestiva y el indice de condicién de M.

strigata en a) Juarez y b) Sirena durante el periodo de estudio.
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Los niveles de expresion de Hsp70 en M. strigata no registraron correlacion con
los parametros de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto (p>0.05), asi como con los
indices de condicion biolégica (IGS, IGD e IC) excepto con el IGD en la estacion
Guamuchilera observando correlacion negativa (r=-0.682, p=0.03) y el IGS en la
estacion Boca (r=0.962, p=0.038). Una correlacion negativa entre la expresion de
Hsp70 y el IGD (Fig. 34a) puede indicar la presencia de contaminantes que converjan
en la activacion de Hsp70 y alteren la asimilacion de nutrientes como pueden ser
algunos plaguicidas organofosforados y carbamatos neurotoxicos que actuan sobre
neurotrasmisores (colinesterasas) inhibiendo la tasa de alimentacion de los organismos
(Satapornvanit, 2006). Por su parte, una correlacion positiva entre la expresion de
Hsp70 y el IGS (Fig. 34b) indica la participacion de las proteinas de estrés en la
integridad de las células gonadicas donde actua como agente antiapoptotico (Zeng et
al., 2004); ademas, se han identificado como chaperones durante la division mitotica
bajo condiciones normales y de estrés en grupos de vertebrados e invertebrados
(Debec y Marcaillou, 1997; Dragon y Baumann, 2001).
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Figura 34. a) Correlacién de Pearson negativa entre el indice de glandula digestiva y los Niveles de
expresion de HSp70 de M. strigata en Guamuchilera, b) Correlacion positiva entre el Indice
gonadosomatico y los Niveles de expresion de HSp70 de M. strigata en Boca.
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Por otro lado, no se encontrd correlacion entre los niveles de expresion de CYP4
de M. strigata con los parametros ambientales e indices de condicion biolégica (p>0.05)
(tabla 5) con excepcién del IC con una correlacién positiva en Boca (r=0.865, p=0.003)
y el oxigeno disuelto con una correlacion positiva en Cruces (r=1.0, p=0.013) (Fig. 29).
Historicamente en el Estero Teacapan se han realizado relativamente pocos estudios
de contaminacion ambiental y se ha identificado la presencia de algunos metales
pesados y plaguicidas (Rodriguez-Preciado, 2004; Galindo-Reyes et al., 1992); sin
embargo, se ha considerado como un ecosistema con minimo impacto antropogénico lo
que se refleja en el IC de M. strigata, lo cual da un indicativo de las condiciones de
salud de los organismos en la estacion Boca pese a observar una repoblacién por

mortalidades previas.

Asimismo, la expresion de CYP4 en los organismos con IC altos refleja que la
expresion del gen no es inhibida en los organismos de mejor condicién ya que participa
(en condiciones normales) en el metabolismo de acidos biliares, hormonas, acidos
grasos, entre otros procesos (Simpson, 1997); ademas, se ha asociado su inhibicion
con algunos hidrocarburos como BNF vy ftalato lo que ha hecho considerar que la
expresion de este gen se inhibe bajo estrés ambiental por contaminacidon antropogénica
(Snyder,. 1998; Chaty et al., 2004). Sin embargo, CYP4 también se ha inducido en
respuesta a otros contaminantes como aroclor 1254 (Jonson et al., 2004) por lo que son
necesarios mayores estudios para la caracterizacién del mismo en distintos grupos de

animales y su comportamiento ante estresores quimicos.

Por su parte, las condiciones de oxigeno disuelto del agua en la estacién Cruces
(Teacapan) parecen aumentar o disminuir la actividad metabdlica de compuestos
endogenos en M. strigata, infortunadamente la correlacion esta basada en un numero
reducido de datos (Fig. 35b). En contraparte, Mastyugin et al. (1999) han reportado que
bajo condiciones de hipoxia ocurre la induccidon de una isoforma de CYP4 del epitelio de
la cérnea en humanos, por lo que es posible que las respuestas del gen a distintos
estresores varien de acuerdo a cada especie por lo que son necesarios estudios mas

detallados al respecto.
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Figura 35. a) Correlacién de Pearson entre el indice de condicion y los Niveles de expresion de CYP4 de
M. strigata en Boca, b) Correlacion entre concentraciéon de oxigeno disuelto y los Niveles de expresion de
HSp70 de M. strigata en Cruces.

Finalmente los niveles de expresion de Hsp70 y CYP4 en M. strigata presentaron
un patrén similar en los organismos analizados en los tres ecosistemas durante el
periodo de estudio, registrando una correlacion directa (r=0.944, p<0.001) entre las dos
variables (Fig. 36) lo que sugiere que ambos genes presentan un factor
desencadenante comun en respuesta a procesos de origen enddgeno como la
reproduccion (Guzhova et al., 2001) o para el mantenimiento de la integridad celular en
respuesta a estresores quimicos, sin embargo Snyder et al. (2001) en un ensayo de
exposicion de dos especies de bivalvos con aceite crudo observaron una correlacién
negativa entre la expresion de Hsp70 y CYP4, recomendando principalmente a Hsp70

como biomarcador en estudios de biomonitoreo para exposicién a hidrocarburos.
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Figura 36. Correlacion de Pearson entre el nivel de expresion promedio de Hsp70 y CYP4 de M. strigata
durante el periodo de estudio.

7.2.3. Mugil curema y Mytella strigata como bioindicadores de estrés ambiental

Las especies con diferentes escenarios de exposicion a contaminantes dentro de
un mismo ecosistema, utilizadas como bioindicadores de estrés ambiental pueden dar
cuenta del grado de impacto general y algunos escenarios particulares del mismo. Los
peces y moluscos son grupos taxondémicos que reaccionan de manera diferente ante
alteraciones ambientales, bioldgicas y/o composicion quimica y es posible a través de
ellas inferir cambios significativos en el ambiente (Lam y Wu, 2003).

En el presente estudio fueron analizados una serie de biomarcadores tanto en
Mugil curema como en Mytella strigata y es posible discutir los escenarios en los que
cada especie integra mejor informacion como bioindicador de las condiciones
ambientales que las rodean.

De acuerdo con cada biomacador utilizado, por un lado, los indices de condicién
bioldégica dan cuenta de la situacion nutricional, reproductiva y de salud general de los
organismos donde M. curema por ser una especie nectonica, residente del ecosistema,
de facil manejo e identificacion de sus 6rganos y con un ciclo de vida relativamente

largo presentd un comportamiento mejor definido de acuerdo a las condiciones
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ambientales de cada época del afio con respecto a M. strigata, la cual al ser una
especie de caracter sésil con ciclo de vida corto, esta sujeta a las condiciones de un
entorno reducido del ecosistema que pueden o no, reflejar las condiciones reales del
bienestar del ecosistema; sin embargo, el indice reproductivo del bivalvo puede indicar
condiciones favorables o desfavorables para la estabilidad de sus poblaciones en
periodos cortos de tiempo. Bajo estos escenarios de comparacion, la adecuada
utilizacién de los indices bioldgicos de una u otra especie depende de cual sea el nivel
espacial o temporal que se pretende monitorear, siendo mayormente utilizados los
peces en estudios a mediano y largo plazo que reflejen la condicion general de un
ecosistema.

Por otro lado, los biomarcadores moleculares como Hsp70 y citocromo P450
estan mejor caracterizados en peces que en moluscos, sin embargo el comportamiento
de los niveles de expresion de Hsp70 en ambas especies fue similar debido a que es
una familia de proteinas que realizan una funcion comun en ambos grupos taxonémicos
al mantener la integridad de las funciones celulares en los organismos y ambas
especies dan cuenta de manera general de un grado de exposicion a distintas mezclas
de contaminantes y/o estresores ambientales donde el caracter sésil de M. strigata
podria ser un mejor candidato para el monitoreo de sitios estratégicos como puede ser
la identificacion de efluentes o descargas puntuales de contaminantes en un
ecosistema. En el caso de la utilizacién de los niveles de expresion de CYPs como
biomarcador molecular general a mezclas de contaminantes, es evidente la falta de
informacion respecto a la caracterizacion de genes relacionados con el metabolismo de
desintoxicacién en moluscos y son necesarios nuevos estudios al respecto, por lo que

los peces generan informacion de mayor valia respecto a biomarcadores de éste tipo.

En el presente estudio fueron seleccionadas dos especies de grupos
taxonomicos y escenarios de exposicion diferentes para evaluar las respuestas de una
bateria de biomarcadores comunes, encontrando que la utilizacion de peces como
bioindicadores refleja de mejor manera las condiciones generales del ecosistema por
sus caracteristicas de movilidad y exposicién a diversos xenobioticos via gastrica y

respiratoria principalmente, tanto en la utilizacion de biomarcadores de condicidn
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biolégica como en biomarcadores de respuesta molecular, especificamente los niveles
de expresion de proteinas de estrés Hsp70 y niveles de expresion de citocromos P450
como respuesta general a mezclas de contaminantes. Los indices de condiciéon
bioldgica y los niveles de expresion de proteinas de estrés Hsp70 como biomarcadores
de exposicion a mezclas de contaminantes y otros estresores ambientales en moluscos
pueden ser utilizados como excelentes sentinelas en sitios estratégicos para identificar
focos de contaminacién y es potencial candidato para representar condiciones
puntuales en el ecosistema (Lam y Wu, 2003); sin embargo, especificamente la
utilizacion de los niveles de expresion de citocromos P450 en este grupo taxonomico

actualmente no esta bien definida como un buen biomarcador de estrés ambiental.

En resumen, los ecosistemas con mayores indicadores de estrés ambiental
fueron el Estero de Urias y Ensenada del Pabelldon, reflejado principalmente en los
elevados niveles de expresion de Hsp70 y citocromo P450 en ambas especies durante
la mayor parte del ciclo de estudio, lo cual indica una exposicion temprana a estresores
ambientales, probablemente de origen organico y de fuentes de emisidon
antropogénicas. Por otra parte, los indices de condicién son indicadores de escenarios
diferentes en ambas especies; por un lado, en M. strigata, los indices de condicion
elevados en el Estero de Urias y Ensenada del Pabellbn probablemente son
indicadores de la presencia de materia organica y enriquecimiento de nutrientes en los
ecosistemas; por otro lado, en M. curema, el indice hepatosomatico mayormente
elevado en los sistemas antes mencionados, aporta evidencia de una exposicidon
cronica a sustancias toxicas, mientras que los bajos indices, gonadosomatico y de
condicion reflejaron efectos negativos en la reproduccion y condiciones nutricionales de
los peces, resultado de la exposicidon a estresores ambientales. El ecosistema con
menos indicadores de exposicidn y efectos por estrés ambiental fue el Estero
Teacapan, con los menores niveles de expresion de Hsp70 y citocromo P450 en ambas
especies, asi como indices de condicion que en su conjunto, dan evidencia de un
sistema con bajo impacto en los organismos por efectos de estrés ambiental; sin

embargo, los cambios en las condiciones de salinidad provocaron efectos negativos en
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las poblaciones de M. strigata, lo cual es considerado como un factor de estrés

ambiental.

De acuerdo con la informacion analizada en los tres ecosistemas y las dos
especies de estudio durante un periodo anual; es relevante destacar que, a pesar de las
similitudes biogeograficas de los tres sistemas lagunares-estuarinos, el impacto de las
diferentes actividades antropogénicas desarrolladas en sus margenes, ya registra
alteraciones a distintos niveles de organizacion en especies residentes y de diferentes
niveles tréficos; sefialando en orden descendente de estrés ambiental, al Estero de
Urias, Ensenada del Pabellbn y Estero Teacapan respectivamente, mediante
biomarcadores de exposicion y efecto que proporcionaron evidencias y permitieron

diferenciar la calidad y salud de los ecosistemas.
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8. CONCLUSIONES

1. La proporcién de sexos en M. curema fue constante y significativamente mayor
para hembras de los tres ecosistemas lo que podria estar relacionado con

alteraciones ambientales.

2. La poblacién de M. curema del Estero Teacapan presenté la mejor condicion
reproductiva, menor estrés hepatico y mejor condicion general reflejados en los
indices bioldgicos, por el contrario, los sistemas de Ensenada del Pabellén y
Estero de Urias indican efectos negativos en la salud poblacional probablemente

por la presencia de estresores ambientales de origen antropogénico.

3. Los indices de condicion biolégica en M. strigata fueron indicadores
principalmente de la presencia de materia organica y enriquecimiento de
nutrientes en los ecosistemas, sobresaliendo el Estero de Urias y Ensenada del

Pabellon.

4. La correlacion positiva entre Hsp70 y CYP450 sugiere que ambos genes
responden de manera similar a estresores en los tres ecosistemas y pueden

considerarse como buenos biomarcadores de estrés ambiental.

5. Las especies con diferentes escenarios de exposicion a contaminantes dentro de
un mismo ecosistema, utilizadas como bioindicadores de estrés ambiental
pueden dar cuenta del grado de impacto general como es el caso de M. curema
por su caracter necténico y algunos escenarios particulares o puntuales dentro
del mismo como es el caso de especies sésiles como M. strigata. De esta
manera, ambas especies podrian ser consideradas candidatas a estudios de
biomonitoreo ambiental que de manera complementaria muestran condiciones

particulares y generales de la salud de un ecosistema.

6. Integrando la informacion obtenida en términos de estrés ambiental, los
resultados del presente trabajo se podrian compendiar de la siguiente manera:
Estero de Urias > Ensenada del Pabellon > Estero de Teacapan.
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9. RECOMENDACIONES

0

Aumentar el tamafio de muestra hasta obtener un numero aceptable de machos
(en caso de M. curema) que permitan el analisis adecuado de los biomarcadores
y determinar posibles diferencias entre sexos.

Monitorear el area de estudio de manera continua y en periodos cortos de tiempo
los principales parametros ambientales y fisico-quimicos que puedan ser

correlacionados con cambios en los biomarcadores.

Realizar bioensayos de exposicion de las especies bioindicadoras con los
principales estresores ambientales y quimicos identificados en los ecosistemas
de estudio que sirvan de apoyo para determinar los biomarcadores adecuados

en futuros estudios de biomonitoreo.

En la utilizacién de moluscos como bioindicadores es recomendable determinar
el contenido de materia organica, nutrientes (N y P) y clorofila en la columna de
agua ya que las condiciones nutricionales podrian influir en la resistencia de los

organismos a los contaminantes.

Incluir biomarcadores reproductivos para conocer el esfuerzo y viabilidad
gonadica (indice gonadico, tamafio de ovocitos, indice de fecundidad, etc.) de las

especies y determinar el éxito reproductivo bajo condiciones adversas.

Realizar estudios que generen informacion sobre la caracterizacion de CYP4 en
M. strigata y determinar su relevancia como biomarcador en distintos escenarios

de multiples estresores.
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