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RESUMEN
Estudio de tres biomarcadores para describir el estado de salud de la

poblacion de Pteria sterna (Gould, 1851) en condiciones de cultivo en la
Bahia de La Paz, Baja California Sur, México

En este estudio se realizé una evaluacion de tres biomarcadores en los
tejidos de Pteria sterna cultivada en dos localidades en la Bahia de La Paz, B. C.
S. México con el fin de determinar el efecto de xenobidticos provenientes de las
actividades de navegacion y de escurrimiento de la Ciudad de La Paz, B. C. S. Se
determind la frecuencia de micronucleos (MN)-aberraciones nucleares y el grado
de lipoperoxidacion en tejido branquial, la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (AchE) en tejido del pie de P. sterna. Los organismos se
mantuvieron en cultivo de Octubre de 2011 a Diciembre de 2012 en una zona de
influencia antrépica directa “Marina La Paz” y en la localidad de cultivo comercial
localizada en “Pichilingue”. Mensualmente fue registrado el crecimiento y la
supervivencia de las ostras. Tres analisis fueron realizados: Diciembre 2011, Julio
2012 y Diciembre 2012 sobre 7-15 individuos para determinar la actividad AchE, el
grado de lipoperoxidaciéon y la frecuencia de aparicion de MN-aberraciones
nucleares. La mayor actividad de AchE se registr6 en los organismos que se
colectaron en Pichilingue en Diciembre de 2012 (12.41 £ 2.68 nM ACTC-ml'n'1-mg
protel'na'1) siendo la mayor (p<0.05) al resto de las actividades enzimaticas, las
cuales se ubicaron entre 5 a 7 nM ACTC-ml’n'1-mg proteina™; el grado de
lipoperoxidacion inicialmente fue mayor (p<0.05) en los organismos de Pichilingue
de Diciembre de 2011 (24.84 + 5.84 nM MDA-g tejido™') en comparacién con los
organismos de la Marina La Paz de esa misma fecha (14.36 + 3.61 nM MDA-g
tejido™), en Julio de 2012 no se presentaron diferencias y finalmente para
Diciembre de 2012 la mayor concentracion de MDA (p<0.05) se encontrd en los
organismos de la Marina (25.66 + 4.61 nM MDA-g tejido™) en comparacion con los
individuos de Pichilingue de esa misma fecha (16.73 + 0.77 nM MDA-g tejido™); el
arcoseno de la frecuencia de aberraciones nucleares mostré que en la Marina La
Paz la mayor frecuencia (p<0.05) ocurrié en Diciembre de 2011 (0.11 + 0.023), el
resto de las frecuencias se encontraron entre 0.070 a 0.086. Los tres
biomarcadores fueron una herramienta util para detectar la influencia de
xenobidticos en los juveniles cultivados la Marina La Paz y Pichilingue, el grado de
lipoperoxidacién fue sensible a una “situacion de estrés” que se presento en la
Marina La Paz durante los arrastres Pluviales.

Palabras Clave: Biomarcador, Pteria sterna, Lipoperoxidacion, AchE,
Micronucleos, aberraciones nucleares, Bahia La Paz.
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ABSTRACT
Study of Three biomarkers to describe the health status of the population of

Pteria sterna (Gould, 1851) under culture conditions in La Paz Bay, Baja
California Sur, Mexico

A study of three biomarkers in Pteria sterna cultivated at two locations in the La
Paz Bay, B. C.S., Mexico in order to determine the influence of xenobiotics
resulting of the activities of navigation and of runoff from the city of La Paz, were
done. The frequency of micronuclei (MN) and nuclear aberrations in gill tissue, the
activity of the enzyme acetylcholinesterase AchE in foot tissue and the lipid
peroxidation in gill tissue were determined for P. sterna grow from October 2011 to
December 2012 in an area of anthropic direct influence "La Marina La Paz" and
from commercial culture farm located at "Pichilingue". Monthly growth and survival
were recorded, three analyses were performed: December 2011, July 2012 and
December 2012 on 7-15 specimens to determine the activity of AchE, the degree
of lipid peroxidation and the frequency of MN-nuclear aberrations. The highest
activity of AchE was registered in animals from Pichilingue in December 2012
(12.41 £ 2.68 nM ACTC-min'1-mg protein'1) being different (p< 0.05) to the rest of
the enzymatic activity obtained measurements, which were between 5 to 7 nM
ACTC-min'1-mg protein™; lipid peroxidation degree was initially higher (p< 0.05) in
organisms of Pichilingue December 2011 (24.84 + 5.84 nM MDA-g tissue™)
compared with organisms from Marina La Paz of the same date (14.36 £ 3.61 nM
MDA-g tissue "), in July 2012 there were no differences and finally for December
2012 the largest concentration of MDA (p< 0.05) was found in organisms from
Marina La Paz (25.66 + 4.61 nM MDA-g tissue™ ') compared with pearl oysters of
the same date from Pichilingue (16.73 £ 0.77 nM MDA-g tissue™); the frequency of
nuclear aberrations showed in the Marina La Paz the largest values (p< 0.05) for
December (0.11 £ 0.023), the rest of frequencies values were found between 0.070
to 0.086. The three biomarkers were a useful tool to detect the influence of
Xenobiotics in juveniles of Pteria sterna cultured in the Marina La Paz and
Pichilingue, the degree of lipid peroxidation was sensitive to a "stressful situation"
which was presented at the Marina La Paz after the rain runoff.

Keywords: Biomarker, Pteria sterna, lipid peroxidation, AchE, micronuclei, nuclear
aberrations, La Paz Bay.
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l.-INTRODUCCION

La Bahia de La Paz, Baja California Sur es un lugar donde se concentran
actividades antropicas como son; la pesca riberefia con embarcaciones equipadas
con motores fuera de borda, las actividades de recreo que incluyen
embarcaciones protegidas con pinturas antivegetativas (como veleros, barcos,
lanchas y yates) y una ciudad que esta en constante crecimiento con la
concurrencia de la industria de la construccion, el incremento del parque vehicular
y una escasa pero presente actividad agricola. Todas estas actividades generan
residuos que contienen sustancias toxicas que directamente o a través del sistema
basico de drenaje de la ciudad o por el arrastre pluvial llegan a depositarse en la
Bahia.

Por lo anterior, la salud de la Bahia se convierte en un punto critico, ya que
la presencia de contaminantes como son los metales pesados, hidrocarburos y
pesticidas pueden llegar afectar a la biota, poniendo en riesgo todas las
actividades que se realizan en el ambiente marino, como puede ser la pesca y las
actividades acuicolas.

Los sedimentos en ambientes marinos acumulan contaminantes tales como
metales pesados y sustancias organicas. En general, ingresan al sistema como
residuos de la actividad industrial, urbana y transporte global. Entre los metales
mas estudiados por su efecto deletéreo en el medio se encuentran las sales de
Cobre (Cu), Cadmio (Ca), Cobalto (Co), Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Fierro (Fe)
(Ruiz et al., 1991). Estas sustancias, una vez vertidas al ambiente, pueden sufrir
procesos como transporte, movilizacién y transformacion de sus formas tanto
quimicas y/o fisicas, las que en consecuencia podrian ser incorporadas a las

cadenas troficas dependiendo de su biodisponibilidad (Allen & Hansen, 1996).

Otra fuente importante de residuos que pueden llegar afectar la vida marina
son los plaguicidas, los cuales son usados para el control de malas hierbas y el
crecimiento exagerado de algas en estanques; para el control de insectos,
mosquitos, larvas de estos, el control de plagas en hogares y animales domésticos

Carlos E. Gbmez-Hernandez
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etc. (Ramirez, 2000).

El efecto de los residuos de las actividades productivas sobre el agua, suelo
y aire puede ser estimado mediante el uso de biomarcadores y organismos
centinelas; para lo cual, podemos definir a los biomarcadores como senales
identificables (evaluacién de cambios en fluidos corporales, células y tejidos) que
proporcionan advertencias tempranas del daino provocado por los contaminantes
(Koeman, 1991). El uso de biomarcadores como indicadores se basa en el hecho
de que la primera interaccién entre un agente xenobidtico y el organismo ocurre a
nivel molecular-celular (Bayne, 1981). El estudio de estas interacciones permite
establecer las relacion causa-efecto determinando los mecanismos de accion de
los contaminantes y en muchos casos, predecir con anticipacion los dafos que
pueden ocurrir a otros niveles; es decir, los biomarcadores son sistemas de alarma
temprana que indican que el organismo estuvo expuesto algun agente, antes que
éste presente alteraciones que lo lleven a la muerte (Koeman, 1991; Vasseur &
Cossu, 2006).

Varias técnicas citogenéticas y moleculares han sido utilizadas como
biomarcadores para el monitoreo de la contaminacién en ambientes acuaticos, asi
como para la deteccion de respuestas tempranas al estrés de forma previa a la
ocurrencia de cambios en las comunidades. Entre los organismos acuaticos, los
moluscos por su capacidad de filtracién, habitos sésiles, y su amplia distribucion,
son empleados como indicadores por acumular compuestos en sus tejidos, con
efectos diversos dependiendo de la capacidad de tolerancia y mecanismos de
detoxificacion del individuo (Singh & Stephens, 1997).

Actualmente se lleva a cabo un cultivo a nivel comercial de concha nacar
(Pteria sterna) en la Bahia de La Paz, de tal forma que se dispone de este
molusco bivalvo todos los afios y de todas las edades; situacion que permite su
denominacion como especie centinela para ser muestreada sistematicamente
junto con sedimentos y agua para medir la presencia de xenobioticos.

Algunos biomarcadores como la actividad de la enzimas acetilcolinesterasa,

el grado de lipoperoxidacién y el dafio genético (Frecuencias micronucleos-

Carlos E. Gbmez-Hernandez
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aberraciones nucleares) se relacionan a parametros fisiolégicos relevantes como
cambios en las tasas de respiracion, alimentacion y excrecién ademas de cambios
en conducta, de moluscos y peces, que determinan los efectos subletales de
toxicos (Castro et al., 2004; Novoa et. al. 2007; Gravato & Guilhermino, 2009;
Sobrino & Caceres, 2009).

1.1.- El biomarcador de la Enzima Acetilcolinesterasa (AchE)

Casi todos los casos de intoxicaciones agudas causadas por plaguicidas se
deben a los insecticidas organofosforados, organoclorados, piretroides vy
carbamicos, a demas de metales pesados, estos contaminantes provocan la
inhibicion precoz e intensa de las acetilcolinesterasa. Por ello, el nivel de la
actividad enzimatica es uno de los mejores indicadores biologicos del efecto de la
exposicidn aguda o cronica a los plaguicidas inhibidores de la acetilcolinesterasa
(Metcalf, 1971; Fukuto, 1990; Henao & Corey, 1991; Dailianis et. al. 2003; Stefano
et. al., 2008).

Para comprender la importancia de este biomarcador es importante
recordar que su concentracidon esta directamente relacionada con la eficiencia de
la transmision del impulso nervioso, su inhibicion interfiere o incluso inhibe la
recepcion de los estimulos nerviosos, poniendo en riesgo la integridad bioldgica

del individuo (Apéndice 1).

1.2.- La Lipoperoxidacion como Biomarcador

La lipoperoxidacion ha sido sugerida como uno de los mecanismos
moleculares involucrados en la toxicidad inducida también por plaguicidas (Khrer,
1993; Yarsan et al.,1999), pero también por la presencia de radicales libres
generados por metales pesados como: Cobre (Cu), Cadmio (Cd), Cromo (Cr),
Fierro (Fe), Cobalto (Co) etc., (Valko et. al., 2005) los cuales producen un proceso
degenerativo que actua sobre los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, y cuya consecuencia mas importante es la destruccion paulatina de

éstas (Buege & Aust, 1978; Khrer, 1993); dicha ruptura genera una variedad de
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compuestos ( Alcoholes, Cetonas, Aldehidos y Eteres ) entre los que se destaca el
malondialdehido ( MAD) ( Buege & Aust, 1978; Yarsan et al., 1999).

Los iones de metales pesado son capaces de llevar a cabo reacciones
Redox en sistemas biolégicos. Se ha demostrado que este tipo de reacciones
induce la formacion de especies reactivas de Oxigeno y Nitrégeno in vivo e in vitro
en células de mamiferos. Con frecuencia se forman radicales hidroxilo, estos
radicales son conocidos por causar dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN
(Wells et. al., 2005; Beyersmann & Hartwig, 2008).

1.3.-Estimacion del daiio genético: Micronucleos (MN)

Una de las técnicas utilizadas para la evaluacién de macrolesiones en el
material genético es el Test de Micronucleos (MN). Inicialmente descrito por
Schmid (1975) para células de mamiferos, esta prueba se basa en la identificacion
de células que contienen masas de cromatina intracitoplasmaticas separadas del
nucleo, producidas por la fragmentacion del DNA debido a los efectos de
compuestos genotoxicos (Scarpato et al., 1990).

Al igual que la lipoperoxidacion, el dafio genético a sido asociado a la
presencia de radicales libres originados por la accidon de iones de metales pesados
como: Cu, Cd, Cr, Fe, Co entre otros, (Liyan et.al., 2005; Valko et.al., 2005; Wells
et. al., 2005; Beyersmann & Hartwig, 2008).

Autores como Venier et.al. (1997), lzquierdo et. al. (2003), Sotil et. al.
(2008) han reportado que la formacion de anormalidades nucleares como: nucleos
lobulados, arrifionados (forma de rifidon), muescados o fisurados, son también
resultado del efecto de la contaminacion por metales pesados en el ambiente.

En este estudio se realiz6 un analisis de los tres biomarcadores antes
citados en tres temporadas y en dos areas, una con una notable presidén antropica
(Marina La Paz) y otra en zona con menor nivel de actividad antropogénica
(Pichilingue) en La Bahia de La Paz, con el objeto de describir el estado de salud

gue mantiene la especie Pteria sterna.
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Il.- ANTECEDENTES

Hasta el momento la informacién publicada sobre biomarcadores en la
especie P. sterna es inexistente. Sobrino-Figueroa & Caceres-Martinez (2011),
detectaron la presencia de agentes tdxicos y genotoxicos en la Bahia de La Paz 'y
han sefalado cuatro zonas de posible riesgo en donde reportan la presencia de
metales pesados como: Cu, Cr, Pb, Manganeso (Mn) e Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP's), dentro de las localidades que estos autores estudiaron, la
denominada La Marina, por su localizacion recibe la influencia directa de la Cd. de
La Paz y en el estudio se muestra que la presencia de agentes nocivos disminuye
conforme uno se aleja de este sitio.

Los antecedentes que existen de estudio de bioacumulacion vy
biomarcadores en moluscos bivalvos en la Bahia de La Paz comprenden;
Megapitaria squalida (Méndez ef. al., 2006; Cantu-Medellin et. al., 2009),
Argopecten ventricosus (Sobrino-Figueroa & Caceres-Martinez, 2009), en todos
los trabajos se ha demostrado alteraciones en los biomarcadores estudiados como
resultado a la exposicion a agentes toxicos como metales pesados, pesticidas etc.

Se han reportado el uso de estos tres biomarcadores en el biomonitoreo de
ambientes marinos con especies como: Mejillones (lzquierdo et. al, 2003;
Marquez, 2005; Taleb et. al., 2007; Tsangaris et. al., 2007; Rank et. al., 2007; Sotil
et. al., 2008; Bocchetti et. al., 2008; Machado-Schiaffino et. al., 2009; Risso-de
Faverney et. al., 2010; Giarratano et. al., 2010), almejas (Scarpato et. al., 1990;
Gerent et. al., 2003; Boldina-Cosqueric et. al., 2010), Ostiones (Bernal-Hernandez
et. al., 2010) en todos estos casos el uso de biomarcadores y moluscos bivalvos a

sido una herramienta util para evidenciar la presion antropica en estos ambientes.

2.1.- Generalidades de la especie

Taxonomia (Keen, 1971).
Phyllum Mollusca

Clase Pelecypoda
Subclase Pteriomorphia
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Orden Pterioidea

Superfamilia Pteriacea

Familia Pteriidae

Género Pteria

Especie Pteria sterna (Gould, 1851)

2.2.- Descripcion.

La concha nacar es un molusco pelecipodo (Barnes, 1985) que presenta
valvas convexas irregulares relativamente delgadas siendo su superficie externa
rugosa; cuando no esta desgastada esta cubierta de densas espinas o escamas
radiales aplanadas mas largas y fuertemente imbricadas cerca del borde ventral
de la concha (Fisher et al., 1995); su concha es ovalada y posee una extension en
forma de ala caracteristica que le da el nombre a la especie. El color de la concha
es café obscuro presentando ligeras variaciones, la capa de nacar es de color

rosaceo a purpura (Pérez-Estrada, 2000).

11.2.2.- Reproduccion.

En cuanto a su reproduccién, Garcia-Dominguez (2002) en la laguna ojo de
liebre en el 2001, encontré organismos de P. sterna indiferenciados de Febrero a
Junio, el mayor porcentaje se registré en Mayo (73.3%); la gametogénesis se
encontré de Junio a Septiembre con el porcentaje mas alto en Agosto (89%), la
madurez se presentd en Septiembre y Octubre con el porcentaje mas alto en
Octubre (55%), el desove se ubico entre Agosto a Abril y de Octubre a Diciembre,
con el mayor porcentaje en Noviembre (100%) el post-desove se encontré de
Enero a Junio y en Diciembre con el porcentaje mas alto en Enero (76.6%).

Monteforte (2005) menciona que el proceso de gametogénesis de esta
especie es continuo todo el afio, con épocas principales de reproduccion en
invierno y raros desoves durante los meses calidos. En el ciclo de reproduccion
se nota la presencia de actividad en Junio y Julio, pero ésta era inicial,

acompanada por un pequefio numero de individuos en fase de post-reproduccion,
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ésta se extendid durante todo el afio hasta Noviembre. Por otro lado, la
gametogénesis fue también un proceso constante, desde Septiembre hasta
Marzo. Algunos individuos en proceso de maduracion los observd a partir de
Noviembre, alcanzando su frecuencia mas alta entre Diciembre y Enero. El desove
ocurrio, con precision, en Febrero; la etapa post-reproduccion se desarrollé entre
finales de Febrero y Marzo. Se pudo notar ademas, un ciclo de gametogénesis
corto que incluyo la madurez y el desove en Abril y Mayo.

El desarrollo gonadico y reproductivo de los moluscos bivalvos es altamente
dependiente de los factores ambientales, entre los cuales destacan la temperatura
(22.2y 23.4 °C, Saucedo y Monteforte, 1997) y disponibilidad de alimento (Sevilla,
1969). Pteria sterna es hermafrodita protandrico. En condiciones de laboratorio,
una vez que se lleva a cabo la fecundacion, a las 24 hrs. se observa la larva
trocéfora y a las 48 hrs. la larva véliger y la tipica larva de forma “D” a las 60 hrs
(Serrano y Salinas,1993). La prodisoconcha | permanece hasta el sexto o séptimo
dia de cultivo (93-99 ym de Longitud de la concha (La) x 50.0 ym de Alto de la
concha (Al), cuando la larva genera los anillos de crecimiento que dan origen a la
prodisoconcha Il (106-112 ym de La x 94-103 ym de Al), se empieza a desarrollar
el umbo a los 8 o 9 dias de cultivo. Las larvas ya umbadas con el velum bien
desarrollado se observan entre los dias 14 y 16 (169- 189 uym de La x 155-173 pym
de Al) con su estructura interna caracteristica; que se empieza a modificar a partir
de los dias 18 y 19, cuando la larva pediveliger (207-214 ym de La x 185- 190 uym
de Al) empieza a generar la glandula pedal; la mancha ocular es visible a partir de
dia 19-20 y la metamorfosis es observada a partir del dia 20-23. (Serrano y
Salinas, 1993).

11.2.3.- Ecologia.

La zonacion de esta especie es poco clara debido a su patron gregario de
reparticion espacial y a la alta dispersion de los individuos cuando estos ocurren
aislados. La mayor densidad de esta especie se observa por bajo 10-30 m de
profundidad, en planicies semi-expuestas y generalmente con alta turbidez. En
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estos sitios, las poblaciones salvajes se encuentran en forma fuertemente
aglomerada y precariamente fijada sobre fragmentos gruesos de origen rocoso,
corales Gorgonidae, testas de madreporarios y moluscos, y otros substratos duros
dispersos sobre fondos de arena (Fisher et al., 1995; Monteforte, 2005). Su tipo de
alimentacion, como todos los bivalvos, es por filtracion y se alimenta de

microorganismos y materia organica en suspension.

11.2.4.- Distribucion.

La Concha nacar se distribuye desde la costa de California hacia el sur
hasta las costas de Peru, pasando por el golfo de California (Sevilla, 1969; Keen,
1979) (Figura 1). Se localiza en dos zonas especificas fuera del Golfo de
California; en Bahia Magdalena como un emplazamiento poblacional aislado
geograficamente y en el Golfo de California desde Isla Tiburén y Angel de la
Guarda al Norte y al Sur hasta Peru pasando por Cabo San Lucas. En las costas
del Golfo de California hay una ocurrencia importante de juveniles, que disminuye
drasticamente hacia el sur, a partir del Trépico de Cancer.

Faow 10w 100°W 90°W o'W &) 70°W
> N}

Figura 1.- Distribucion geogréfica de P. sterna.
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l1l.- JUSTIFICACION

Pteria sterna es un organismo que actualmente es cultivada a nivel
comercial en la Bahia de La Paz B. C. S. por lo que importante evaluar su estado
de salud y el grado de afectacion por agentes toxicos y genotdxicos; y de esta

manera establecer las bases para los criterios de salud de este organismo.
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IV.- HIPOTESIS

La presencia de agentes toxicos en el sitio denominado Marina La Paz tiene
influencia en la disminucion de la actividad de la enzima Acetilcolinesterasa
en el tejido del pie de Pteria sterna.

La presencia de agentes téxicos en la Marina La Paz induce un aumento en
la generacion de Malondialdehido resultante del estrés oxidativo de las
membranas celulares del tejido branquial de Pteria sterna.

La presencia de agentes toxicos en la Marina La Paz produce alteraciones
(sitios de rotura) en el material genético de las células del tejido branquial
de Pteria sterna.

La ausencia de agentes toxicos en el sitio denominado Pichilingue no
produce alteraciones en la actividad de la enzima Acetilcolinesterasa,
tampoco evidencias de estrés oxidativo, ni dafio genético en los tejidos de

Pteria sterna.
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V.- OBJETIVOS
5.1.- Objetivo General

* Estudiar tres biomarcadores para describir el estado de salud de Pteria
sterna (Gould, 1851) en condiciones de cultivo en La Bahia de La Paz, Baja

California Sur, México.

5.2.- Objetivos especificos

* Evaluar la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en organismos
expuestos a una zona con una alta presion antrépica (Marina La Paz) y
organismos cultivados en una zona de baja actividad antropica
(Pichilingue).

* Evaluar el grado de lipoperoxidacion en organismo expuestos a una zona
con una alta presion antrépica (Marina La Paz) y organismos cultivados en
una zona de baja actividad antropica (Pichilingue).

* Evaluar el dafio genético a través de la frecuencia de micronucleos y
aberraciones nucleares en organismo expuestos a una zona con una alta
presidon antropica (Marina La Paz) y organismos cultivados en una zona de

baja actividad antropica (Pichilingue).
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VI.- MATERIAL Y METODOS
6.1.- Area de estudio

El estudio se realizd en dos localidades de la Bahia de La Paz, Baja
California Sur, México, la Primera (A) frente a La Isla Gaviota (24°17°21.75” N y
110°20°26.9” O) a la altura de la Playa de Pichilingue, lugar donde actualmente se
encuentra la linea de cultivo de la empresa “Perlas del Cortes”, la segunda
localidad (B) en la Marina de La Paz (24°09'09.77 N; 110° 19°25.75” O.) sitio

donde se mantuvo un cultivo experimental (Figura 2).

110226'15" O 110°21" O

24°16°30 S F24° 16730

24°11°15 F24° 11715

Ensenada
le La Paz La Paz

24°6°0 N 24° 6 N

———
123 4KM

10261579 110°21°g
Figura 2.- Sitios de monitoreo en la Bahia de La Paz. (A) Pichilingue y (B) Marina La Paz.
De acuerdo con INEGI (2010) El Municipio de La Paz, Baja California
Sur, cuenta con una poblacion total de 251,871 personas.
A los alrededores de la Bahia de La Paz el tipo de Clima de acuerdo con
la clasificacion climatica Koeppen es BW(h’)hw(x’)(e) que corresponde segun las
modificaciones de Garcia (1981) a clima muy arido, calido y régimen de lluvias en

verano, asi como precipitacion pluvial en invierno mayor a 10.2 mm y extremoso.

Los vientos extremos tienen direccion Norte y alcanzan una velocidad de 10

m/s. En el area de estudio no se presentan heladas ni se registra granizo, durante
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los meses de Septiembre y Octubre existe una incidencia de ciclones de 0.65 por
afo.

Las caracteristicas climaticas de la Bahia de La Paz, no permiten la
existencia de rios, solamente se presentan escurrimientos que generalmente son
torrenciales pero efimeros, ya que solamente llevan agua cuando se presenta una
precipitacion de gran magnitud e inmediatamente después de que concluye ésta.

La zona de la isla “Gaviota” (lugar donde se encuentra la linea de cultivo de
las ostras perleras de la empresa “Perlas del Cortes”) es un sitio de manifestacion
de surgencias en La Bahia de La Paz, por lo que sus aguas presentan una
temperatura ligeramente inferior que en el resto de la bahia y la concentracion de
nutrientes garantiza una actividad organica primaria permanente (Murillo, 1987).

En la Zona de cultivo de la empresa “Perlas del Cortes” esta caracterizada
por un talud extendido, la linea de cultivo se encuentran a partir de los 12 m hasta
los 27 m de profundidad y permite la libre caida de las canastas triangulares de
cultivo sin descansar en el fondo evitando el acceso de organismos depredadores.

Las mareas en la zona son de tipo mixto semidiurno y los registros del
mareografo de La Paz, describen con exactitud lo que ocurre en la localidad de
estudio ya que se trata de litoral.

Las corrientes en la zona de estudio son dominadas por la accion de
mareas, al entrar y salir de la Bahia de La Paz, pero sufren modificaciones por el
efecto de los canales y el plano batimétrico que la componen. Obeso-Nieblas &
Jiménez-lllescas (1989) realizaron un trabajo de simulacion de la corriente de la
bahia a partir del componente M2 de la marea. A la mitad del periodo del
componente mencionado (cuando la Bahia se vacia) la velocidad de la corriente
es de 7.8 cm'seg” y corre paralela a la costa en el sentido Sur-Norte, con un
transporte de aproximadamente 0.5 m®seg’. Cuando la onda de marea es
maxima esto es cuando se llena la Bahia, la corriente es de 13.5 cm-seg” y un
transporte superior del orden de 1 m®-seg”’, con una direccién también paralela a
la costa pero ahora de Norte-Sur.

En la Isla “Gaviota” no se presentan encafionamientos de agua que
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pudieran incrementar la velocidad de corriente durante pleamar y bajamar, ya que
se encuentra localizado en frente de la Bahia propiamente dicho. De esta forma la
Bahia de la Paz presenta sus maximas corrientes (velocidades y transporte
superficial) en la Ensenada de La Paz, el Canal de San Lorenzo y la parte norte de
la Isla La Partida, localidades que se encuentran alejadas de la zona de estudio.

6.2.- Trabajo de campo

Los animales fueron provistos por la Empresa “Perlas del Cortes”, se hizo
uso de sus instalaciones y las rutinas de mantenimiento para el cultivo comercial
se realizaron conforme a sus protocolos establecidos, se registro la temperatura
del agua con un termografo Onset ©. En el caso del experimento de la Marina La
Paz se colocaron en Octubre de 2011 dos jaulas de cultivo tipo “triangulo” con
medidas de 0.3 m de alto, 0.45 m de ancho y un metro de largo con una luz de
malla de 16 mm (figura 3), en ellas se ubicaron 146 organismos con una talla
inicial de 4.44 + 0.95 cm.

0.3m

0.45m

Figura 3.- Medidas de la jaula tipo "triangulo" utilizada para el cultivo de P. sterna.

Mensualmente los animales fueron limpiados de fauna epibionte y
cambiados de jaula. La variable morfométrica que se usé para estimar su
crecimiento fue la alto de la concha (AC) (Fig. 4), que es la dimensién maxima
dorso ventral, perpendicular a la charnela; la cual fue medida con un Vernier *

0.01 cm de precision.
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Figura 4.- Variable de Crecimiento Alto de la Concha (AC).

Con los datos de crecimiento de el alto de la concha (AC) se realizd la
estimacion y el ajuste de los parametros del modelo de crecimiento de Von
Bertalanffy a través del método iterativo de minimos cuadrados, para lograr este
ajuste se utilizd la herramienta de Solver del programa de Excel 2011 version
14.3.5.

El modelo de Von Bertalanffy (Sparre & Venema, 1997) es:
a) AC = LOO . [1 - e_k.(t_to)] + ZCerror

Donde:

AC = Talla de alto de la concha (AC) esperado para un tiempo (t).

L., = La Talla media de un organismo muy viejo o longitud asintética (cm).

k = Parametro de curvatura con la un organismo alcanza la talla asintotica, la
pendiente (cm-mes™).

t0 = “Parametro de condicion inicial”, determina un punto en el tiempo en el que el
organismo tiene talla cero; es considerado un parametro de ajuste ya que no hay
una justificacion bioldgica.

>Cerror = SUmMa cuadratica del error.
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6.3.- Trabajo de laboratorio

Para el analisis de las muestras en el laboratorio, los organismos fueron
colectados en Diciembre de 2011, Julio de 2012 y Diciembre de 2012, de 7 a 15
organismos fueron tomados de cada localidad, se lavaron y limpiaron de fauna
epibionte con un cepillo, se etiquetaron perfectamente y se colocaron en una
hielera en frio (con recipientes de gel frio), se cerré perfectamente la hielera y
fueron transportados por avion a la Cd. de México y llevados a las instalacion del
“Laboratorio Alejandro Villalobos”, en la Universidad Autonoma Metropolitana
unidad Iztapalapa.

Se procurd que los organismos no estuvieran mas de 9 horas durante este
trayecto y ese mismo dia se procediéo a tomar y preparar las muestras para los

analisis.
6.3.1- Determinacion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AchE)

De los animales colectados se procedi6 a retirar el pie con ayuda de pinzas
y tijeras, el tejido muscular de pie se homogenizé en un homogenizador de tejidos
con cuchilla de acero inoxidable (Turrox mod. 20a) y con solucion buffer de
fosfatos de potasio de pH 7.2 (Solucion 1: Se disolvio 17.42 gr de K;HPO4 en 1000
ml de agua deionizada, Solucion 2: Se disolvio 13.61 gr de KH,PO4 en 1000 ml de
agua deionizada. Para preparar el buffer: En una parrilla de agitacion, se coloco el
electrodo del potenciometro en la solucion 1, se afladio la solucion 2 a la solucidon
1 en agitacion hasta obtener una solucion de pH 7.2), posteriormente se tomé una
alicuota de 2 ml de cada muestra y se coloco en tubos Eppendorf, estos tubos se
centrifugaron a 6,000 rpm durante 10 minutos en una ultracentrifuga Hermle Z233
MK-2. Se recuperd el sobrenadante y el pelet se descarté. Para determinar la
concentracion de proteina en las muestras de pie se utilizé el método colorimétrico
de Brandford.

En un fototubo se coloco 2.6 ml de buffer de fosfatos de pH 7.3 (solucion 1:
Se disolvié 7.16 gr de Na;HPO,4 en 200ml de agua desionizada, solucion 2: Se
disolvio 1.3609 gr de KH2PO4 en 100 ml de agua desionizada. En una parrilla de
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agitacion se coloco la solucidn 2 y un el electrodo del potenciometro en la misma,
se vertio la solucidon 1 en la 2 en agitacidon hasta alcanzar el pH de 7.3) mas 100
uL de DTNB (5,5 -dithio-bis-2-acido nitrobenzoico) 0.01M; y 400 uL de muestra.
Se dejaron incubar por 5 minutos. Posteriormente se adicion6 20 uL de loduro de
acetilcolina (0.075M). Se siguio6 la reaccidon durante 8 minutos leyendo cada minuto
a 412 nm con un espectrofotometro (thermo spectronic Genesys 10 uv). Como
blanco se uso buffer de fosfatos (pH 7.3).

La actividad de la enzima se expres6 como la cantidad de enzima que

cataliza la hidrélisis de 1 nmol de acetilcolina por minuto por mg de proteina

-1 -1
(nM-ACTC-min -mg proteina ), y se calculé usando la ecuacion siguiente (Ellman
et al., 1961):

Apsos - Vol total - 1000
1.36 x 10* - long.celda - Vol,, - mg proteina

AchE =

Donde:

-1 -1
AchE= Actividad de la enzima en nM-ACTC-min - mg proteina

Ansos = Cinética, corregida con la hidrélisis espontanea. AA 405

Vol total = Volumen total del ensayo en ml

4 -1 -1
1.36 x 10 = Coeficiente de extincién del DTNB (M "cm )

long celda= 1 cm
Vol = Volumen de muestra (homogenizado) en ml

mg proteina= Concentracién de proteina en el homogenizado (mg - ml'1)

6.3.2- Lipoperoxidacion

De los organismos colectados de P. sterna se procedi6 a retirar tejido de la
branquia y se pes6 en una balanza digital (Mettler PB 300 con una precision de
0.01 gr.) Los pesos de cada porcion de branquia oscilaron entre 0.10 a 0.30 gr.

Estas muestras de tejido fueron homogenizadas en un homogenizador de tejidos
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con cuchilla de acero inoxidable (Turrox mod. 20a) con buffer de fosfatos de pH
7.2.

Posteriormente se tom6 un ml del homogenizado de la muestra se coloco
en un tubo de ensayo y se le agregaron dos ml de la mezcla de reactivos (Acido
tricloroacético 15% W/V, Acido Tiobarbitirico 0.5% W/V y Acido clorhidrico 0.25
N), las muestras se incubaron a 90 °C en bafo maria durante 20 min. o hasta que
presentaban un color rojizo-rosado. Se dejé enfriar los tubo de ensayo y se
centrifugaron durante 5 min. a 2500 rpm (Hermle 2233 MK-2). El sobrenadante se
leyé a 535 nm con un espectrofotometro (Thermo Spectronic Genesys 10 uv),
usando como blanco la mezcla de reactivos.

Los resultados se expresaron en nM de MDA (acido malondealdehido)-g
tejido™ (Buege & Aust,1978):

A
C=—
e-P

Donde:

C = Concentracién de nM MDA-g tejido™

A = Absorbancia de la muestra

€ = Coeficiente de extincion 1.56 x 10° M/cm (donde M es molaridad = moles -litro™")

P = Grosor de la fotocelda en cm.

6.3.3.- Evaluacién de micronucleos (MN) y aberraciones

Se extrajeron las branquias de los organismos cuidadosamente y
manualmente se cortaron, se colocé en un tubo de ensayo y sé fijaron con una
solucién de etanol absoluto-acido acético, 3:1 durante 15 min., posteriormente se
agitaron vigorosamente para obtener una suspension de células.

Se tomo una muestra de la suspension con pipeta Pasteur y se colocaron 3
gotas a un portaobjetos para realizar un frotis, los portaobjetos se dejaron secar a

temperatura ambiente, una vez secos, se introdujeron las preparaciones en buffer

Carlos E. Gbmez-Hernandez
18



Estado de Salud. P. sterna en cultivo

de fosfatos de potasio (pH 7.2) durante 2 minutos y se tifieron con Giensa al 5%
por 15 minutos sin dejar secar el colorante. Las preparaciones se lavaron con
agua corriente, se dejaron secar a temperatura ambiente y finalmente se montaron
en resina para su posterior analisis.

La cuantificacion de MN y aberraciones se realizé de acuerdo a los criterios
establecidos por Venier et. al. (1997), Zalacain et. al. (2003) y Sotil et. al. (2007)
que considera MN de tamano igual o menor a un tercio del nucleo, los tipos de
aberraciones fueron de nucleos con forma de rifidn, lobulados y nucleos fisurados
o rotos; la frecuencia de MN y aberraciones se estimo6 observando 1,000 células
por muestra y se utiliz6 un microscopio Nikon optiphot-2 con sistema de captura
digital sight ds-5M, los criterios de seleccion de células para su conteo y

evaluacion de microntcleos se muestran en la tabla I.

Tabla |.- Criterios de seleccion para el conteo de células y micronucleos (Venier et. al.,
1997, Zalacain et. al., 2003 y Sotil et.al., 2007).

Células Micronucleos

El citoplasma debe distinguirse claramente  Diametro no mayor a 1/3 del nucleo
Membrana citoplasmatica y nuclear intactas Intensidad de tincién y forma similar a los
y bien definidas nucleos

Nucleos con similar grado de condensacion No conectados de ningun modo con el
de cromatina nucleo

Células solas o juntas pero no

traslapadas

6.4.- Analisis estadisticos

Para saber si hubo diferencias significativas en las curvas de crecimiento de
cada localidad, se utilizd el método de Ratkowsky (Chen et. al. 1992).

Los datos de cada biomarcador fueron analizados usando cajas de bigotes
(box wisquer plots) como analisis exploratorio, posteriormente se aplicé una

prueba de normalidad (Shapiro wilk) y de homocedasticidad de varianzas (prueba
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de Levene), en todos los analisis se cumplioé la normalidad y homocedasticidad.
Posteriormente se realizé un analisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos
vias) para conocer si existian efectos por la sitio de muestreo (Marina La Paz y
Pichilingue), efectos por la temporada de muestreo (Diciembre de 2011, Julio y
Diciembre de 2012) y efectos por la interaccion de estos. Se aplicd la
transformacion arcoseno para el caso de la frecuencia de MN y aberraciones
debido a que fueron datos porcentuales, ademas de que se encontraron en un
rango de 0 a 1 (Zar, 1996).
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VIl.- RESULTADOS

7.1.- Crecimiento y mortalidad

Los organismos estuvieron expuestos a las condiciones de Marina la Paz y
Pichilingue durante 15 meses (Octubre 2011 a Diciembre 2012). Durante este
periodo se realizaron tres muestreos (3, 9 y 15 meses de exposicidn) las muestras

consistieron en 7 - 15 organismos para los analisis en laboratorio (Tabla II).

Tabla Il.- Talla en alto de la concha (AC en cm) de los organismos de Pichilingue y Marina La Paz
con su respectiva fecha de muestreo. n es el numero de individuos colectados. Los valores de la
talla se expresa como media + desviacion estandar.

n AC Fecha de muestreo
Pichilingue 11 3.32+0.58 Diciembre de 2011
Marina La Paz 11 467 +0.71 Diciembre de 2011
Pichilingue 7 7.88+0.65  Juliode 2012
Marina LaPaz 7 7.57 £0.79 Julio de 2012
Pichilingue 15 8.49+ 0.60 Diciembre de 2012

Marina La Paz 15 8.75+0.87 Diciembre de 2012

El registro de la temperatura que se llevo acabo en la linea de cultivo de la
empresa “Perlas del Cortes” solo se pudo realizar en el periodo de Octubre de
2011 a Abril de 2012, debido a que el termografo tuvo problemas y ya no se pudo
continuar con el registro, con la finalidad de completar lo que falté del registro de la
temperatura en el estudio (de Mayo a Diciembre de 2012), se tomaron los datos
de los ultimos cuatro afnos. La temperatura oscilé en los meses calidos en los

29°C, mientras que en invierno se encontro alrededor de los 21°C (Fig. 5).
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Figura 5.- Registro de la temperatura promedio semanal (°C) durante el estudio.

Los registros de las prestaciones pluviales fueron proporcionados por
CONAGUA (20012). En la Tabla Ill se pueden apreciar los registros de las
precipitaciones mensuales (mm) de los ultimos cinco afos. Durante el periodo en
que se llevd acabo este estudio (Octubre de 2011 a Diciembre de 2013), se puede
apreciar que en Noviembre de 2012 se registré la precipitacion pluvial mas
importate de ese ano (31.1 mm), de Enero a Junio de 2013 no se registraron
precipitaciones importantes y para el periodo de Julio a Octubre de 2013 los
registros fueron de 5.1, 110.2, 114.9 y 26.9 mm respectivamente, siendo las
precipitaciones pluviales mas importantes de los ultimos 5 afios.

Tabla Ill.- Precipitacion mensual (mm) de los ultimos cinco afios, Cd. La Paz, B. C. S. Comisién

Nacional del Agua (CONAGUA, 2012), Direccién Local en Baja California Sur, Observatorio
Meteoroldgico.

Aho Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

2008 00 00 Inap 0.0 0.0 lnap 6.7 477 46.2 390 00 0.0
2009 Inap Inap Inap 0.0 0.2 Inap 2.1 9.5 73.1 102.3 0.0 3.7
2010 24 41 04 Inap 0.0 0.0 Inap 5.0 156 0.0 0.0 0.0
2011 Inap 0.0 0.0 0.0 0.0 Inap 5.1 116 0.8 Inap 311 0.0
2012 Inap 99 00 00 |Inap 0.0 5.1 110.2 1149 269 0.0 19.2

Nota: Inap significa que llovié inapreciable, no lo suficiente para ser medido. Duracion del presente
estudio fue de Octubre de 2011 a Diciembre de 2012, toma de muestras en Diciembre de 2011,
Julio y Diciembre de 2012 (casillas gris).

Los estimadores de los parametros del modelo de crecimiento de Von
Bertalanffy que mejor ajustaron por el método iterativo de minimos cuadrados en
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Pichilingue (Zceror =0.379) y Marina La Paz (ZcCeror =0.695) a los datos de alto de la
concha (AC) observado en los organismos de P. sterna fueron para Pichilingue:
Lo= 14.52 cm, k= 0.094 cm'mes™, t,= 5.24, mientras que para la Marina La
Paz: L= 12.15 cm, k= 0.069 cm'mes™', t,= -5.03. Las ecuaciones de crecimiento

de Von Bertalanffy quedaron descritas de la siguiente manera:

AC Pichilingue = 14.52 - [1 — ¢~00%4(¢-524] + 0.379
AC Marina = 12.15 - [1 — e~0069(t+509)] + 0.695

El valor de L., de 14.52 y 12.15 cm es el valor asintético del modelo de
crecimiento, este valor biolégicamente es la talla maxima que pudieran alcanzar
los individuos de P. sterna en el cultivo realizado en cada localidad.

Con respecto a k, este valor nos proporciona una estimacion de la tasa de
crecimiento (0.094 cm'mes™) que ocurre hasta alcanzar la talla de 14.52 cm en
Pichilingue, mientras que en la Marina La Paz fue de 0.069 cm:mes” para
conseguir una talla de 12.15 cm.

El valor de ¢, indica la edad tedrica en la cual el organismo tiene talla cero
(5.24 y -5.03 respectivamente), biolégicamente este valor no tiene una explicacion
y es considerado un parametro de ajuste para este modelo.

Los datos de crecimiento descritos con la ecuacion Von Bertalanffy en las
dos localidades fueron comparados encontrando diferencias significativas
(F3,9=93.17, p<0.05) siendo la localidad de Pichilingue la que presenté una mayor
tasa de crecimiento (k) de 0.094 cm-mes™ en comparacion con la Marina La Paz
(k= 0.069 cm'mes™).

En la Figura 6 se muestran los datos de crecimiento (cm) con sus
respectivos modelos, ademas de los datos de mortalidad (%) de la zona de
Pichilingue y la Marina La Paz; el registro de datos se realizé mensualmente, con
algunos ajustes cuando el clima impidié el muestreo y este fue pospuesto algunos
dias. Los modelos de crecimiento para ambas localidades se ajustan
perfectamente a los datos observados.
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En la Marina La Paz se registr0 un caso de mortalidad masiva en
Noviembre y Diciembre (meses 2 y 3) de 2011, debido a que en esas fechas se
presentd la precipitacion pluvial mas importante de todo ese afo, después de
ocurrido este evento se realizé una inspeccidn de las ostras, se observo que hubo
una gran suspension de sedimento en la columna de agua y los organismos
estaban cubiertos de sedimento, o que probablemente ocasiono que cerca del
70% de las ostras murieran. Después de este evento no se presentaron
mortalidades considerables en este sitio. La Mortalidad en la localidad de
Pichilingue fue menor (menos del 10% en Septiembre—mes 12).

Alto (cm) Mortalidad (%)
10 100
9 50
8 80
7 1 70
6 LI‘ 60

T
5 I { 50
y 1
4 1 40
3 30
2 20
1 10
0 - - - - 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Meses
Crec. Pichilingue & Crec. Marina ===Mod. Crec Von B. Pich Mod. Crec Von B. Marina M. Marina M. Pichilingue

Figura 6.- Resultado de Mortalidad (%), Crecimiento en alto de la concha (cm) y Ajuste del
crecimiento al modelo de Von Bertalanffy en la Marina La Paz y Pichilingue.

En la Figura 7 se muestra las células de tejido branquial que fueron
contabilizadas en la técnica de MN: células con uno (e) y dos micronucleos (d), a
demas de aberraciones nucleares como: células con nucleo roto o fragmentado

(a), células lobulada (b), y célula en forma arrinonada (c).
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Figura 7.- Tipos de células contabilizadas con la técnica de MN: a.- Célula con el nucleo
fragmentado, b.- Célula lobulada, c.- Célula arrifionada, d.- Célula con dos micronucleos,
e.- Célula con un micronucleo y f.- células normales .

Los valores que se obtuvieron de la actividad de la enzima AchE, el grado
de lipoperoxidacion y la frecuencia de MN-aberraciones medidos en los tejidos de
P. sterna (Concha nacar) en las localidades de la Marina La Paz y Pichilingue se
pueden apreciar en la tabla IV.

Tabla IV.- Valores de los biomarcadores obtenidos en localidad de la Marina La Paz y Pichilingue,
actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AchE) en nM ACTC-ml’n'1-mg proteina
lipoperoxidacion en nM MDA-g tejido'1, la frecuencia de MN y Aberraciones nucleares en %o. n es el
nuamero de individuos.

n Marina La Paz n  Pichilingue
AchE 28 6.40+2.00 28 8.66 +4.22
Lipoperoxidacién 32 18.22+8.08 28 17.66 £5.40
F. MN 26 0.007 £ 0.005 25 0.006 £ 0.004
F. Aberraciones 25 0.008 £ 0.004 25 0.006 £ 0.002

Nota: Los valores de los biomarcadores se reportan como la media + Desviacién estandar.

En la tabla V se muestran la respuesta de los biomarcadores medidos en

los tejidos de la concha nacar a la temporada de Diciembre de 2011, Julio y
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Diciembre de 2012.

Tabla V.- Valores de los biomarcadores obtenidos por fecha de muestreo (Diciembre de 2011, Julio
y Diciembre de 2012), actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AchE) en M ACTC-min™":mg
proteina'1, lipoperoxidacion en nM MDA-g tejido'1, la frecuencia de MN y Aberraciones nucleares en
%o. N es el nimero de individuos.

n Dic-11 n Jul-12 n dic-12
AchE 21 536+21 7 4.86+0.39 28 9.82+3.20
Lipoperoxidacién 17 18.06 £ 6.74 14 11.47 +4.32 29 21.04 £5.92
F. MN 19 0.011 £ 0.005 6 0.008 +0.003 26 0.004 +0.002
F. Aberraciones 15 0.009 + 0.005 6 0.007 +0.002 29 0.007 +0.002

Nota: Los valores de los biomarcadores se reportan como la media + Desviacién estandar.

La respuesta de los tres biomarcadores medidos en los tejidos de la
concha nacar en las dos localidades (Marina La Paz y Pichilingue) y en la
temporada (Diciembre de 2011, Julio y Diciembre de 2012) se encuentran en la
tabla VI.

Tabla VI.- Valores de los tres biomarcadores obtenidos para cada localidad y fecha de muestreo.
La actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AchE) en nM ACTC-ml’n'1-mg proteina”,
lipoperoxidacion (Lipox) en nM MDA-g tejido'1, la frecuencia de MN y Aberraciones nucleares en
%o. n es el numero de individuos.

n AchE n Lipox n MN n Aberraciones
Pichilingue Dic-11 11 562+225 6 2484+584 10 0.001+£0.003 8 0.005+0.001
Marina La Paz Dic-11 10 5.08+£2.00 11 14.36 + 3.61 9 0.012+0.006 7 0.013+0.005
Pichilingue Jul-12 4 481+054 7 1351+287 2 0.007+0.005 3 0.007£0.002
Marina La Paz Jul-12 3 492+0.10 7 942+473 4 0.009+£0.004 3 0.006+0.003
Pichilingue Dic-12 13 1241+268 15 16.73+3.00 13 0.004 £0.002 14  0.007 +0.002

Marina La Paz Dic-12 15 758+140 14 2566+x4.62 13 0.004+0.002 15 0.007 £0.002

Nota: Los valores de los biomarcadores se reportan como la media + Desviacién estandar.

7.2.- Analisis de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AchE)

El analisis de varianza de 2 vias (ANOVA de dos vias, Localidad (dos) vs
Temporada (tres) y sus interacciones) demostro diferencias estadisticamente
significativas por localidad (F15=7.50, p<0.05), siendo la localidad de Pichilingue

donde se encontrd la mayor actividad de la enzima con 8.66 + 4.22 nM ACTC-min’
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".mg proteina”, mientras que en la Marina La Paz fue de 6.40 + 2.00 nM
ACTC-min"-mg proteina™; por temporada se encontraron también diferencias
significativas (F256=39.35, p<0.05), la prueba a posteriori de Tukey para tamafos
de muestra diferente indicé que la actividad de la enzima en Diciembre de 2012
fue estadisticamente mayor (p<0.05) (9.82 + 3.2 nM ACTC-min™'-mg proteina™) a
la actividad presentada en Diciembre de 2011 y Julio de 2012 (5.36 + 2.1 nM
ACTC'min"-mg proteina’ y 4.86 + 0.39 nM ACTC'min"-mg proteina™
respectivamente); en el caso de la interaccidn entre el sitio de muestreo y la

temporada también se encontraron diferencias (F25=8.61, p<0.05) Tabla VII).

Tabla VIl.- ANOVA de dos vias para el biomarcador de la actividad de AchE

Suma Grados Cuadrado F p
cuadrados libertad medio
Temporada 317.01 2 158.50 39.35 p<0.05
Sitio 30.20 1 30.20 7.50 p<0.05
Interaccion 69.38 2 34.69 8.61 p<0.05
Error 201.38 50 4.03

En la figura 8 se muestran los grupos homogéneos que se formaron de la
interaccion entre los sitios y la temporada, La prueba a posteriori de Tukey para
tamafnos de muestra diferente, en donde los organismos de Pichilingue de
Diciembre de 2012 (literal b) presentaron una actividad de la enzima AchE de
12.41 + 2.68 nM ACTC'min™"-mg proteina” siendo estadisticamente la mayor
(p<0.05) al resto de las actividades enzimaticas (literal a), las cuales se ubicaron

entre 5a 7 nM ACTC-min™"-mg proteina™ aproximadamente.
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Figura 8.- Interaccién de la actividad de la enzima AchE entre los sitios de Pichilingue y Marina La
Paz con las temporadas de Diciembre de 2011, Julio y Diciembre de 2012. Las Barras verticales
indican el intervalo de confianza al 95%. Literales distintas indican diferencias significativas, de
acuerdo con el analisis de Tukey (p<0.05).

7.3.- Analisis del grado de Lipoperoxidacién

Después de la aplicacion del ANOVA de dos vias para las dos localidades y
tres temporadas, no se encontraron diferencias estadisticas por sitio (F160=2.85,
p>0.05); mientras que por la temporada se encontraron diferencias significativas
(F260=28.03, p<0.05), la prueba a posteriori de Tukey para tamafos de muestra
diferentes evidencio que en Julio de 2012 la concentracion de MDA (11.47 £ 4.32
nM MDA:g tejido'1) fue estadisticamente inferior a Diciembre de 2011(18.06 + 6.74
nM MDA-g tejido'“) y a Diciembre de 2012 (21.04 £ 5.92 nM MDA-g tejido'1); para
el caso de la interaccion el analisis indico diferencias estadisticamente
significativas (F2,60=32.15, p<0.05) (tabla VIII).
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Tabla VIIl.- ANOVA de dos vias para el biomarcador de Lipoperoxidacion.

Suma Grados Cuadrado F p
cuadrados libertad medio
Temporada 921.34 2 460.67 28.03 p<0.05
Sitio 46.81 1 46.81 2.85 p>0.05
Interaccion 1056.90 2 528.45 32.15 p<0.05
Error 887.53 54 16.44

La prueba de Tukey para tamafios de muestras desiguales formé tres
grupos homogeéneos, el primer grupo (literal a) esta formado por: los organismos
de la Marina La Paz de Diciembre de 2011 (14.36 + 3.61 nM MDA-g tejido™),
Marina de Julio de 2012 (9.42 + 4.73 nM MDA-g tejido'1) y de Pichilingue de Julio
de 2012 (13.51 + 2.87 nM MDAg tejido™); el segundo grupo (literal b) fue: Los
organismos de la Marina de Diciembre de 2011 con los animales de Pichilingue de
Julio y Diciembre de 2012 (16.73 £ 3.00 nM MDA-g tejido'1); el tercer grupo (literal
c) fue: Los individuos de la Marina de Diciembre de 2012 (25.66 + 4.62 nM MDA-g
tejido”) y Pichilingue de Diciembre de 2011 (24.84 + 5.84 nM MDA-g tejido™)
(figura 9).
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Figura 9.- Interaccion del grado de la lipoperoxidacion entre los sitios de Pichilingue y Marina La
Paz con las temporada de Diciembre de 2011, Julio y Diciembre de 2012. Las Barras verticales
indican el intervalo de confianza al 95%. Literales distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el analisis de Tukey (p<0.05).

7.4.- Analisis de Frecuencia de aparicion de MN

Los resultados de la aplicacion del ANOVA de dos vias para los valores
transformados (arcoseno) de la frecuencia de MN solo encontré diferencias
significativas por la temporada (F251=24.71, p<0.05), no se encontraron diferencias
por el sitio de muestreo (F151=0.45, p>0.05) ni por la interaccion (F251=0.08,
p>0.05) (tabla IX).

Tabla IX.- ANOVA de dos vias para el biomarcador de las Frecuencias MN.

Suma Grados Cuadrado F p
cuadrados libertad medio
Temporada 0.020 2 0.010 24.71 p<0.05
Sitio 0.0001 1 0.00019 0.45 p>0.05
Interaccion 0.00006 2 0.00003 0.08 p>0.05
Error 0.019 45 0.00041
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En la Figura 10 se muestra la prueba a posteriori de Tukey para tamafnos de
muestra diferente, altos valores de la frecuencia de MN se encontraron en
Diciembre de 2011 (0.10 + 0.024) y Julio de 2012 (0.09 + 0.018) (grupo
homogéneo con la literal b) siendo estadisticamente diferentes (p<0.05) Diciembre
de 2012 (0.059 = 0.016) (grupo homogéneo con la literal a).
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Figura 10.- Tendencia de los datos transformados de la frecuencia de MN por temporada. Las
Barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. Literales distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, de acuerdo con el analisis de Tukey (p<0.05).

7.5.- Analisis de la Frecuencia de aparicién de Aberraciones nucleares

Después de la aplicacion del ANOVA de dos vias (tabla X) para dos
localidades y tres temporada a los valores transformados de frecuencia de
Aberraciones nucleares, se encontraron diferencias estadisticas por sitio
(F1,50=4.74, p<0.05) siendo la localidad de la Marina La Paz donde se encontro la
mayor frecuencia de aberraciones (0.090 + 0.023), mientras que en Pichilingue fue

de 0.078 £ 0.013; por la temporada no se encontraron diferencias significativas
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(F250=2.38, p>0.05); para el caso de la interaccion el analisis indico diferencias
estadisticamente significativas (F250=11.63, p<0.05).

Tabla X.- ANOVA de dos vias para el biomarcador de Frecuencias de Aberraciones.

Suma Grados Cuadrado F p
cuadrados libertad medio
Temporada 0.0011 2 0.00057 2.38 P>0.05
Sitio 0.0011 1 0.00113 4.74 P<0.05
Interaccion 0.0056 2 0.00278 11.63 P<0.05
Error 0.0105 44 0.00023

La prueba de Tukey para tamafios de muestras desiguales indicd dos
grupos homogeéneos, el primer grupo (literal a) esta formado por: los organismos
de Pichilingue de Diciembre de 2011 (0.07 £ 0.013) y organismos de Julio y
Diciembre de 2012 con frecuencias que se encontraron entre 0.075 a 0.087
aproximadamente; el segundo grupo (literal b) se conformé por la frecuencia de
los organismos de Pichilingue de Julio de 2012 (0.087 + 0.011) y Marina La Paz de
Diciembre de 2011 (0.11 £ 0.023), la interaccion de los datos transformados de la

frecuencia de aberraciones se muestra en la figura 11.
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Figura 11.- Interaccion de los datos transformados de la frecuencia de aberraciones entre los sitios
de Pichilingue y Marina La Paz con las temporada de Diciembre de 2011, Julio y Diciembre de
2012. Las Barras verticales indican el intervalo de confianza al 95%. Literales distintas indican
diferencias estadisticamente significativas, de acuerdo con el analisis de Tukey (p<0.05).
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VIIl.- DISCUSION

En lo que respecta al crecimiento, la variable del modelo de Von Bertalanffy
que interesé fue k, parametro de curvatura con la que un individuo alcanza la talla
asintotica o tasa de crecimiento a la cual los organismos se desarrollaron en sus
respectivas localidades; por lo que las ostras perleras de Pichilingue presentaron
un crecimiento superior (F39=93.17, p<0.05) con una k =0.094 cm-'mes™ en
comparacion con los animales que se sembraron en la Marina La Paz con una k=
0.069 cm-mes™. Estos valores sugieren que el crecimiento durante el estudio no
estuvo condicionado por variables ajenas a la exposicion de las dos zonas.
Monteforte (2005) obtuvo una k=0.0122 (cm-t”), en el crecimiento de la concha
nacar en la Bahia de La Paz durante un experimento realizado de Marzo de 1997
a Marzo de 1998, el crecimiento registrado fue inferior al observado durante el
presente estudio, debido a factores de denso dependencia que afectaron su
trabajo.

Las diferencias de crecimiento observadas entre los sitios de estudio
Pichilingue y la Marina, probablemente encuentren explicacion en el efecto de la
turbidez y disposicion de alimento. Estos factores afectan el crecimiento y la
supervivencia de las ostras perleras (Abdussamad et. al., 1998; Yukihira et. al.,
1999), la turbidez depende de las particulas inorganicas y las particulas organicas
en suspension. Por las observaciones que se realizaron los dias de muestreo, la
localidad de la Marina La Paz se presume que presentd mayor turbidez (cabe
resaltar que no se midio la turbidez) que en Pichilingue debido a que en esta area
el fondo esta compuesto principalmente de sedimentos finos, asociados a una alta
dinamica de resuspension por la poca profundidad (las jaulas se ubicaron a 2 m
aproximadamente por encima del fondo). Mientras que Pichilingue es una zona de
surgencias de acuerdo con Murillo (1987) haciendo que la alta productividad
primaria ofrezca alimento y ayude a favorecer un mejor crecimiento, las jaulas de
cultivo se ubicaron aproximadamente a 15 m por encima del fondo marino, por lo

que presencia de sedimentos a esa profundidad fue inferior, durante las
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condiciones de turbidez.

Las mortalidades que se registraron en la Marina La Paz en Noviembre y
Diciembre de 2011, probablemente fueron ocasionadas por la precipitacion pluvial
ya que la mas importante de ese afno se presento en esas fechas, después de ese
evento en la Marina La Paz al revisar los animales, se observo que hubo una gran
suspension de sedimento en la columna de agua, y los organismos estaban
cubiertos del mismo, por lo que se presume que la mortalidad del cerca del 70%
de los individuos se produjo por asfixia debido a la accidn directa o indirecta de la
suspension del sedimento (Gosling, 2003). Después de este evento las muertes
fueron inferiores al 7% en ambas localidades hasta el fin de éste estudio.

En la Cd. de La Paz, se generan agentes xenobioticos que pueden ser
arrastrados desde la Ciudad hasta la Bahia, estos agentes, pueden sufrir procesos
como transporte, movilizacidon y transformacion de sus formas tanto quimicas y/o
fisicas, las que en consecuencia podrian ser incorporadas a las cadenas tréficas
dependiendo de su biodisponibilidad (Allen & Hansen, 1996). Se esperaria que los
biomarcadores registren en los individuos estudiados una situacion de estrés por
la accion de agentes xenobidticos cuando se presenta una importante
precipitacion pluvial y se produce acarreo de dichos agentes.

Con respecto a los analisis por localidad, la actividad de la enzima AchE y
de la frecuencia de aberraciones nucleares indicaron diferencias significativas
(p<0.05) en este factor, este analisis indico que la localidad de la Marina La Paz
presento una inhibicion de la actividad del 26% aproximadamente (6.40 + 2.00 nM
ACTC-ml’n'1-mg protel’na'1) en comparacién con Pichilingue (8.66 + 4.22 nM
ACTC-min™"-mg proteina™), la inhibicién de la actividad mostré una afectacion en
esta localidad, mientras que la frecuencia de aberraciones indicé que la Marina La
Paz (0.09 £ 0.023) present6 la mayor concentracion de aberraciones nucleares
siendo 13.34% mayor que en Pichilingue (0.078 + 0.013).

Con lo obtenido en estos analisis podemos mencionar que la localidad de la
Marina La Paz presenté una “situacion adversa” para los individuos cultivados,

como lo revelaron los resultados del analisis estadistico.
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En el caso del analisis del factor de la temporada tres biomarcadores
mostraron diferencias significativas Actividad de AchE, Lipoperoxidacion vy
Frecuencia de MN; la actividad de la enzima AchE, de Diciembre de 2011 a Julio
de 2012 indic6 una inhibicion de aproximadamente el 50% en comparacion con el
muestreo de Diciembre de 2012 donde se obtuvo un aumento significativo
(p<0.05) de la actividad. En el caso de la lipoperoxidacion, en Julio de 2012 la
concentracion de MDA (11.47 + 4.32 nM MDA-g tejido™”) fue estadisticamente
inferior (p<0.05) a la medida en Diciembre de 2011 (18.06 + 6.74 nM MDA:-g tejido’
1) y en Diciembre de 2012 (21.04 £ 5.92 nM MDA-g tejido'1). Finalmente la
frecuencia de MN presentd altos valores en Diciembre de 2011 (0.10 £ 0.024) y
Julio de 2012 (0.09 + 0.018) siendo estadisticamente diferentes (p<0.05) a
Diciembre de 2012 (0.059 + 0.016).

Para la actividad de la enzima y los datos transformados de la frecuencia de
MN, las afectaciones encontradas se relacionaron con la talla de los organismos,
(Fossi-Tankoua et. al., 2011) ya que en Diciembre de 2011 los organismos
tuvieron una talla aproximadamente de 4 cm en el alto de la concha (AC) y un
tiempo de exposicion en el caso de los animales de la Marina de 2 meses y en
Pichilingue de 4 meses, ademas de que en Noviembre se registrO una
precipitacion de 31.1 mm siendo la mas importante de ese afio (CONAGUA,
2012); en este primer muestreo los biomarcadores ya mostraban afectaciones con
una baja actividad de la enzima AchE vy altos valores de la frecuencia de MN; para
Julio de 2012 los organismos presentaron una talla de 7.5 cm en AC
aproximadamente y un tiempo de exposicion en la Marina La Paz de 9 meses y en
Pichilingue de 11 meses, a pesar de que en esta fecha de muestreo no se
presentaron precipitaciones pluviales (CONAGUA, 2012) estos biomarcadores
continuaron mostrando afectaciones; en Diciembre de 2012 los organismos ya
tenian una talla de entre 8.5 cm en AC aproximadamente y un tiempo de 14
meses en la Marina y 16 meses en Pichilingue, a pesar del tiempo de exposicion
en las localidades y de la presencia de precipitaciones pluviales (Agosto a Octubre
de 2012; 110.2, 114.9 y 26.9 mm respectivamente de acuerdo con CONAGUA,
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2012), estos dos biomarcadores mostraron mejoras, por lo que podemos inferir
que la actividad de la enzima AchE y los datos transformados de la frecuencia de
MN fueron sensibles a la edad de los organismos (talla) (de entre 2 a 7.5 cm en
AC); mientras que en el caso del grado de la lipoperoxidacion, esta se relaciono
con el registro de la precipitacion pluvial en la Cd. de La Paz y no con la talla de
los animales, ya que los valores que se registraron de lipoperoxidacion en la
temporada de Diciembre de 2011 y 2012 (temporada de lluvias) fueron de mayor
magnitud (p<0.05) que los valores que se obtuvieron en Julio de 2012 (temporada
de estiaje), evidenciando alteraciones relacionadas con el acarreo de agentes
toxicos debido los arrastres pluviales que se presentaron durante el estudio.

Para explicar el grado de interacciones entre las dos localidades y las tres
temporadas es necesario hacer un recuento de los resultados en donde se
encontro que los biomarcadores que indicaron diferencias fueron: la actividad de la
enzima AchE, donde la mayor actividad de esta enzima se registro en los
organismos que se muestrearon en Pichilingue en Diciembre de 2012 (12.41 +
2.68 nM ACTC-ml’n'1-mg protel'na'1) siendo estadisticamente la mayor (p<0.05) al
resto de las actividades enzimaticas, las cuales se ubicaron entre 5 a 7 nM
ACTC-ml’n'1-mg protel'na'1 aproximadamente, todos estos muestreos presentaron
una inhibicién de la enzima AchE de entre el 45 al 60% en comparacion con los
organismos de Pichilingue de Diciembre de 2012. En el caso de la
lipoperoxidacion, inicialmente la mayor concentracién de MDA se encontré en los
organismos de Pichilingue de Diciembre de 2011 (24.84 + 5.84 nM MDAg tejido™)
en comparacion con los organismos de la Marina La Paz de esa misma fecha
(14.36 + 3.61 nM MDA-g tejido™), en Julio de 2012 no se presentaron diferencias
encontrandose una concentracion de MDA entre 9 y 13 nM MDA-g tejido™
aproximadamente, y finalmente para Diciembre de 2012 la mayor concentracion
de MDA se encontré en los organismos de la Marina (25.66 + 4.61 nM MDA-g
tejido”’) en comparacion de los individuos de Pichilingue de esa misma fecha
(16.73 + 0.77 nM MDA-g tejido™"). El analisis de los datos transformados de la

frecuencia de aberraciones nucleares mostré que los organismos de Pichilingue se
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encontraron con una frecuencia de entre 0.07 a 0.087 durante todo el estudio,
mientras que en la Marina La Paz la mayor frecuencia fue en Diciembre de 2011
(0.11 £ 0.023) siendo la mayor frecuencia de aberraciones registrada durante todo
el estudio y de las dos localidades (alrededor de 23% mayor a del resto de los
muestreos).

Estos resultados de interacciones entre los sitios de muestreos y las
temporadas nos permiten confirmar que la inhibicién de la actividad de la enzima
AchE y el grado de lipoperoxidacion en Pichilingue estuvo asociada a la edad de
los organismos (talla); mientras que en la Marina La Paz la inhibicion de la
actividad enzimatica y la frecuencia de aberraciones se pudo deber a la talla y a
que en esta localidad se recibe mayor presidn antropica, como lo confirma la
tendencia de concentracion del MDA registrada en los organismos en este sitio
como respuesta ante el acarreo de sustancias toxicas de la Cd. de La Paz que
ocurrid cuando se presentd el escurrimiento pluvial, situacion que confirma a la
localidad de Marina La Paz como una zona no apropiada para el desarrollo de P.
sterna.

Beyersmann y Hartwig (2008) han mostrado como los lones de metales
como: Cr, Co, Ni, V y otros son capaces de llevar a cabo reacciones Redox en
sistemas bioldgicos, demostrando que inducen la formacion de especies reactivas
de Oxigeno y Nitrégeno in vivo e in vitro en células de mamiferos, causando dafio
oxidativo a lipidos, proteinas y ADN.

En diversos puntos de la Bahia de La Paz incluso en zonas aparentemente
pristinas se han encontrado metales pesados (Pb, Cd, Cr, Cu, Zn y Mn) en los
tejidos de Megapitaria squalida (Méndez et. al. 2006). Estudios posteriores en la
misma localidad, sobre los efectos ocasionados por estos metales en M. squalida;
fueron realizados midiendo el grado de lipoperoxidacion, la actividad de las
enzimas superoxido dismutasa y glutation S-transferasa. Los tres biomarcadores
indicaron afectacién en la especie debido a la presencia de los metales pesados
Cadmio Plomo y Fierro contenidos en el agua de la Bahia de La Paz (Cantu-
Medellin et. al. 2009).
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Esta situacion se presenta en la localidad de Marina de La Paz ya que
Sobrino-Figueroa y Caceres-Martinez (2011) reportan también la presencia de
HAP’s y metales pesados; Cu, Co, Pb y Mn, en sedimentos de cuatro sitios de la
Bahia de La Paz, confirmando que la localidad Marina de La Paz recibe mayor
presidon antropica que Pichilingue (Tabla XI apéndice 2), razén que puede explicar
los resultados observados en los tres biomarcadores estudiados en este trabajo.

En lo que respecta con la actividad de AchE existen varios trabajos donde
evaluan el impacto de la presion antropica en ambientes marinos y con diferentes
organismos, como por ejemplo, Tsangaris et. al. (2007), evaluaron el dafo
neurotoxico midiendo la actividad de la enzima AchE en el musculo aductor de
Mytilus galloprovincialis en la Bahia de Larymna (zona de alta presion antropica) y
en Agios kosma (zona de buenas condiciones ambientales), en Grecia; en
Larymna se colectaron animales nativos y se trasplantaron mejillones a la
localidad menos impactada por uno y seis meses; los animales nativos fueron los
unicos que presentaron la menor actividad de AchE y fue significativamente
diferente (p<0.05) con los animales de Agios Kosma, indicando un efecto cronico
de inhibicion en los animales nativos de esa localidad, debido a la presion
antropica. Confirmando que la medicidn de la actividad de AchE es un buen
indicador de condiciones de estrés, a pesar de que en experimentos de laboratorio
utilizando diferentes concentraciones y mezclas de metales pesados para estudiar
su efecto sobre la actividad de AchE, no encontraron efectos significativos de los
metales en la expresidn enzimatica, indicando que existen otros factores como la
temperatura, salinidad, alimento, edad, estado de maduracion sexual o la
interaccion con otros compuestos quimicos en el ambiente que no estan siendo
considerados en el laboratorio y que pueden estar potencializado el efecto
negativo de los metales mencionados en la actividad de esta enzima en ambientes
naturales (Tsangaris et. al. 2007; Bocchetti et. al. 2008).

Rank et. al. (2007) midié la actividad de la enzima anterior en M. edulis
colocando animales por 29 y 64 dias de exposicion en una zona con fuerte
influencia antrépica, encontré6 que la actividad de AchE indic6 condiciones de
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estrés después de 29 dias de exposicion, mientras que en organismos nativos se
presentaron actividades superiores de AchE, indicando diferencias significativas
(p<0.05); la disminucion de la actividad enzimatica en los mejillones que se
trasplantaron en comparacién con la mostrada por los organismos nativos de los
sitios de muestreo se atribuyen al grado de contaminacién de las localidades y a
las artes de cultivo utilizadas sin influencia de factores ambientales, ni tampoco el
grado de maduracion o talla de crecimiento de los organismos; estos autores
encontraron una clara disminucién en la concentracion de proteinas en los tejidos
de las branquias en los organismos, indicando una situacion de estrés, similar a la
observada en este estudio en la localidad de Marina La Paz.

Boldina-Cosqueric et. al. (2010) realizaron un estudio de la calidad de los
sedimentos en tres estuarios de Francia midiendo la actividad de AchE en
Scrobicuaria plana, la actividad de la enzima AchE fue disminuyendo en los
organismos de los estuarios mas contaminados; la inhibicion de esta enzima se
relacioné con la presencia de pesticidas organofosforados y carbamatados asi
como con afectaciones en la conducta de la especie estudiada. La baja actividad
de AchE en los organismos de los estuarios estudiados fue atribuible a la alta
presidn antropica que se ejerce en ellos, por la presencia de asentamientos
humanos y actividad agricola en las riberas de los estuarios y actividades
maritimas.

Las evidencias de estrés por presién antropica impactando la actividad de la
AchE, son multiples de esta manera, Risso-de Faverney et. al. (2010) evaluaron
los efectos toxicos de un arrecife artificial de neumaticos después de haber
trasplantado y mantenido durante seis semanas M. galloprovincialis, en dichas
condiciones; los mejillones trasplantados en el arrecife presentaron las mayores
mortalidades, las respuestas en los tejidos de mejillon indicaron que los
organismos significativamente mas afectados (p<0.05) fueron los que se
encontraron el arrecife de neumaticos.

En relacion a la disminucion de la actividad de AchE por desechos agricolas
Bernal-Hernandez et. al. (2010) realizaron un estudio con Crassostrea corteziensis
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en el estuario de la Boca de Camichin, en Nayarit México, donde midieron la
actividad de la enzima AchE en tejido branquial y encontraron que en todos los
sitios de muestreos la actividad de la enzima fue significativamente disminuida en
relacion con sus organismos control, la disminucion de la actividad enzimatica se
relaciond con la presencia de una importante actividad agricola donde hay
contenido importante de pesticidas organofosforados principalmente.

La actividad de la enzima AchE en Pteria sterna, fue reportada por Sobrino-
Figueroa y Caceres-Martinez (2012), para organismos de 2 cm en el alto de la
concha, medida en dos periodos; invierno y verano para los que no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en su expresion (15.28 £+ 2.8 y 11.1 £ 3.1 nM
ACTC-min"-mg proteina™), para organismos provenientes de la localidad de
Pichilingue, estos valores son superiores a los medidos en este trabajo indicando
que no hubo procesos de inhibicion en los organismos colectados en Diciembre de
2011 y Julio de 2012, probablemente por la naturaleza de la localidad, en donde la
presion antrépica en reducida.

Como se indica en los resultados la actividad de AchE no mostro diferencias
significativas (p>0.05) en los primeros nueve meses del experimento (Diciembre
de 2011 a Julio de 2012) sin embargo, en Diciembre de 2012 se encontraron
diferencias importantes (p<0.05) un incremento de la actividad hasta 12.41 + 2.68
nM ACTC'min™"-mg proteina™, fue registrado. Si analizamos estos resultados
considerando la edad de los organismos (talla) podemos proponer que la actividad
de enzima AchE fue sensible a la edad de los mismos ya que entre 2a 7.5 cm AC
(tallas de los organismos de Diciembre de 2011 y Julio de 2012) la actividad fue
baja (inhibicion) en comparacién con las tallas de 8.5 cm AC (Diciembre de 2012)
cuando la actividad fue superior. Este biomarcador indicé que en la localidad de
Marina La Paz se ejercié una mayor presion (disminucion de la actividad de AchE)
en comparacion con el sitio de Pichilingue.

El grado de lipoperoxidacion ha sido documentado para moluscos bivalvos,
demostrando que valores altos se ligan a la presencia de radicales libres
producidos por metales pesados y pesticidas, Gerent et. al. (2003). Giarratano et.
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al. (2010) estudiando Mitilus edulis chilensis encontraron un incremento en la
lipoperoxidacién en tejidos de branquia, manto y glandula digestiva después de
dos semanas por efecto de la presion antropica (Desechos urbanos e industriales).
A pesar de los trabajos anteriores Risso-de Faverney et. al. (2010) en un estudio
con M. galloprovincialis muestran que la lipoperoxidacion puede ser un indice
ligado a la contaminacion pero también a condiciones fisiologicas..

Sobrino-Figueroa y Caceres-Martinez (2012), evaluaron la lipoperoxidacion
en P. sterna cultivada en Pichilingue en temporada de invierno y verano, no
encontraron diferencias significativas (p>0.05), la lipoperoxidacion fue de 6.6 + 4.5
y 6.06 + 3.6 nM de MDA-mg proteina” respectivamente. Estos resultados
aparecen como inferiores en comparaciéon con los obtenidos en este estudio,
primero por que estan reportados en unidades de proteina y en nuestro estudio se
reportan en unidades de tejido, sin embargo, una explicacion a esta diferencia se
puede encontrar en que los organismos colectados en el estudio de estos
investigadores presentaban una talla promedio de 2 cm de alto de la concha, es
decir, juveniles que tenian una edad no mayor a cuatro meses.

Los valores registrados para la lipoperoxidacion en este trabajo estan
relacionados con el arrastre de desechos producido por la precipitacidn pluvial en
la Cd. de La Paz en los organismos de la Marina La Paz y con la talla de los
animales en Pichilingue.

En el caso del dafio genético, Scarpato et. al. (1990) realizaron ensayos con
la especie Anodonta cygnea expuesta a concentraciones de mitomicina C (MMC)
a 10®y 107 M (sustancia genotdxica), obteniendo un incremento inmediato de la
frecuencia de MN en las dos primeras semanas de exposicion. lzquierdo et. al.
(2003) llevaron acabo un estudio del efecto de la contaminacién costera en
Espafna producida por descargas de aguas industriales, urbanas, midiendo la
frecuencia de aparicion MN en Mytilus galloprovincialis, encontrando que a menor
distancia del efluente la frecuencia de MN en tejido branquial y de nucleos
anormales incrementan su frecuencia. En México, Marquez (2005) llevé acabo un

estudio con Mytilus californianus reportando frecuencias de MN en tejido branquial
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en las costas del Pacifico de Baja California, encontrando un incremento en la
aparicion de anormalidades a zonas de alta presion antropica por actividades
agricolas y presencia de desechos domeéstico e industriales.

A pesar de los resultados reportados por los autores citados Taleb et. al.
(2007) recomiendan para este biomarcador realizar estudios de expresiéon de MN
en relacion al crecimiento, madurez sexual y parametros ambientales en zonas
pristinas ya que de sus resultados comparativos en la costa oeste de Algeria
usando a M. galloprovincialis, en la Bahia de Oran (zona con alta presion
antropica con descargas de aguas urbanas e industriales, altas concentraciones
de Metales pesados y HAP’s) y en Maarouf (zona rural). Encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de aparicion de MN en hemolinfa pero no en tejido
branquial. Otros autores han mostrado también que la frecuencia de micronucleos
en tejido branquial de Mytilus edulis, y M. galloprovincialis aumentan ligados a
presencia de desechos urbanos, industriales y agricolas, indicando que la
frecuencia de aparicion de estas anormalidades nucleares pueden disminuir si los
individuos son alejados de los sitios contaminados, o colocados en areas pristinas
(Bocchetti et. al. 2008; Machado-Schiaffino et. al. 2009).

La frecuencia de MN en este estudio, fue sensible a la temporada del afio
(talla de los animales) los valores de Micronucleos presentaron altos valores en
Diciembre de 2011 (0.10 + 0.005) y Julio de 2012 (0.09 + 0.007) cuando los
individuos tuvieron de 2 a 7.5 cm AC estos valores fueron estadisticamente
superiores (p<0.05) a aquellos encontrados en Diciembre de 2012 (0.059 + 0.003)
cuando los organismos tuvieron 8.5 cm AC, esta situacion puede encontrar una
explicacion en la sensibilidad de la especie que puede ser mas susceptible de
dano en tallas menores en comparacion con organismos mayores.

La frecuencias de las aberraciones nucleares evidenciaron que en la Marina
La Paz los individuos fueron mas afectados que en Pichilingue (p<0.05), esto
puede observarse con claridad en la mayor frecuencia de aberraciones encontrada
en los organismos de la Marina La Paz en Diciembre de 2011, que fue
aproximadamente 23% mayor al resto de los muestreos de esa localidad y del sitio
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de Pichilingue.

El estudio de los tres biomarcadores permite confirmar que la localidad de
Marina de La Paz es una zona de alta presion para la especie P. sterna, ya que se
produce una inhibicion de la enzima AchE, se presenta un grado de
lipoperoxidacién y se constaté dafno genético. Esta claro que es necesario realizar
otros estudios complementarios para que la interaccion de factores bioticos y
abioticos sean deslindados de responsabilidad para los resultados de este estudio
como lo mencionan OIT (1998) y Pefia et. al. (2001), ya que es necesario estudiar
el proceso de reproduccidn y evolucion de diferentes factores ambientales en las
localidades estudiadas. El sitio denominado Pichilingue aparece como adecuado
para el cultivo de la especie P. sterna, en donde los biomarcadores indican
solamente que la lipoperoxidacion y la actividad de la encima AchE se manifiesta
cuando los organismos en cultivo inician el proceso de crecimiento, posteriormente
los valores de este biomarcador no indican ninguna afectacion.

El estado de salud de la especie P. sterna puede ser monitoreado con
seguridad siguiendo la expresion de los tres biomarcadores estudiados. Los
mismos han demostrado en este estudio que tienen la sensibilidad suficiente para
detectar presiones ambientales que puedan producir un deterior o una afectacion
negativa a las actividades del cultivo de esta especie.

Estos resultados permiten asegurar que el uso de los tres biomarcadores en
la concha nacar generan una alerta temprana ante perturbaciones antropicas que
no solo tienen consecuencias sobre la supervivencia de la especie sino también
sobre la seguridad del ambiente biol6gico para la poblacidon de la Cd. de La Paz.
en consecuencia se recomienda ampliamente el uso de esta especie como un
organismo centinela, asi como la medicidn sistematica de estos ftres
biomarcadores para generar informacién permita medir el grado de deterioro del

ambiente por las actividades antropicas.
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IX.- CONCLUSIONES

Los tres biomarcadores mostraron ser efectivos para el monitoreo del
estado de salud de P. sterna.

De los tres biomarcadores, la técnica de MN presenta ventajas como: ser
una técnica mas econdmica, es facil de montar y los resultados se obtienen
en poco tiempo, dependiendo del numero de muestras y el personal que se
tenga disponible.

Los biomarcadores indicaron que la localidad de la Marina La Paz por su
alta presion antropica ejerce mayor afectacion en la respuesta de los tres
biomarcadores estudiados en comparacion con el sitio Pichilingue en la
especie estudiada.

En Pichilingue el factor que fue sensible a la respuesta de los
biomarcadores fue la edad de los organismos (talla); los organismos
juveniles fueron mas sensibles.

En la Marina La Paz, el factor que fue sensible a la respuesta de los
biomarcadores fue la temporada de lluvia-estiaje (precipitacion pluvial) y la
edad de los organismos, los organismos juveniles fueron mas sensibles.
Por las caracteristicas de ser un organismo sésil, filtrador y ubicarse en el
fondo marino P. sterna puede ser utilizado como organismo centinela. Esto
puede traer un beneficio a los acuacultores que se dedican al cultivo de
esta especie, ya que si se realizaran programas de monitoreo permanentes
ellos pueden obtener alertas tempranas ante sucesos adversos para la
supervivencia de la especie.

Por otro esta especie siempre se encuentran disponible en la Bahia por su
cultivo permanente, de tal forma que puede ser esta una fuente de

muestras para un programa continuo de monitoreo ambiental.
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X.- RECOMENDACIONES

Dado que la temporada de lluvia aparece como un momento sensible para
que el ambiente marino sea impactado antropicamente, se recomienda
realizar el seguimiento de alguno de estos biomarcadores en P. sterna para
indicar el grado de alteracion (contaminacion) en localidades de interés.

Se recomienda en futuros trabajos con esta especie, estudiar la relacion de
factores abioticos y bidticos con los biomarcadores estudiados.

Se recomienda la medicién de otros biomarcadores en la especie y su
comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo a fin de
seleccionar la Dbateria de biomarcadores que puedan indicar

tempranamente alteraciones resultantes de la presion antropica.
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XI.-APENDICE

11.1.- Apéndice 1.- Funcién de la enzima acetilclinesterasa (AchE) durante la
transmision del impuso nervioso
Durante la transmisién del impulso nervioso, se realiza una reaccion

colinérgica en el sistema nervioso autbnomo. La mayor parte de la acetilcolina
(ACH) es sintetizada en el citoplasma a partir de la colina y la acetilcoenzima A
(acetilCoA) mediante la accion catalitica de la enzima colina acetiltransferasa. La
AcetilCoA es sintetizada en las mitocondrias, las cuales se encuentran en gran
numero en las terminaciones nerviosas. La Colina es transportada mediante un
mecanismo de membrana desde el liquido extracelular hasta la terminal de la
neurona.

La liberacion del neurotransmisor ocurre cuando un potencial de accion
llega a la terminal y desencadena la entrada de suficientes iones Ca*?. Se cree
que el aumento en la concentracién de Ca*? desestabiliza las vesiculas de
almacenamiento. Luego ocurre la fusidon de las membranas vesiculares con la
membrana terminal, dando lugar a la expulsién exocitica de moléculas de ACH y
de cotransmisor hacia la hendidura sinaptica (Katzung, 1991).

Después de ser liberadas por la terminal presinaptica, las moléculas de
ACH pueden unirse a un receptor colinérgico (colinoceptor) y ser activado.
Generalmente con mucha rapidez, toda la ACH liberada se difunde hasta llegar al
alcance de una molécula de acetilcolinesterasa (AchE), la cual degrada de manera
eficaz a la ACH produciendo Colina y Acetato, y con ello termina la accion del
transmisor (Fukuto, 1990; Katzung, 1991).

La enzima colinesterasa posee en su estructura proteica, una parte
responsable de la actividad catalitica, denominada sitio activo que consta de dos
subsitios. Cada uno juega un papel importante para explicar la afinidad por
sustratos cationicos y por sus inhibidores, sobre todo para compuestos que
poseen un atomo de nitrégeno cargado positivamente unido a grupos metilo y
etilo. Se ha postulado la combinacion de estos sustratos a la enzima en los dos

subsitios distintos en el centro activo. El primero de ellos, el lugar anionico, es una
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region de la superficie de la molécula cargada negativamente, que se combina con
la carga positiva del atomo de nitrogeno cuaternario del sustrato mediante una
interaccidn principalmente hidrofébica. El segundo sitio estearico parece
combinarse con el grupo carboxilico del enlace éster y es el responsable de la
afinidad y la hidrolisis del sustrato.

La hidrdlisis de la ACH en el centro estearico se produce por la intervencion
de dos restos de amindacidos la Histidina y Serina. En reposo el OH de la Serina
establece un enlace con el N imidazodlico de la Histidina, con desplazamiento del
protdbn de Ser a His y se postula la participaciéon de un residuo de Aspartato,
constituyendo una triada catalitica. Asi es posible la formaciéon de un puente de
hidrogeno desde el N de la His al O insaturado de la ACH. Lentamente el O
alcohdlico de la Serina realiza un ataque nucleofilico sobre el enlace acilo Oxigeno
de la ACH, originando la hidrdlisis y esterificacion de la Serina (acetilacion).
Posteriormente la hidrdlisis del nuevo éster regeneraria la enzima (desacetilacion)
(Metcalf, 1971. Fukuto, 1990).

De manera similar para la actividad anticolinesterasica, parece que los
carbamatos requieren de un grado de semejanza estructural con la ACH, por lo
gue estos compuestos compiten fuertemente con ella por los sitios reactivos en la
AchE (Metcalf, 1971). La estabilidad del complejo enzima-inhibidor, depende de la
complementaridad del plaguicida con el sitio blanco. Los carbamatos que tienen
menor complementaridad con el sitio activo, pueden removerse mas facilmente,
dando lugar a la reactivacion de las AchE. Si estos complejos no se disocian
desde el sitio activo, un ataque nucleofilico del grupo éster (localizado en el sitio
esteratico en la enzima) o en el grupo carbonilo de la molécula de carbamato

puede ocurrir, obteniéndose una enzima carbamilada estable y un grupo saliente

(Kallander et. al., 1997).
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Tabla Xl.- Concentracién de Metales Pesados en sedimento de la localidad de la Marina
y Pichilingue. Tomado de Sobrino-Figueroa & Caceres-Martinez (2011).

La Marina Pichilingue
ng-g” ng-g”

Co 42 29

Cr 85 7

Cu 73* 15
Mn 45 31

Ni 13 9

Pb 19 10

Vv 31 54

Zn 81 23
HAP's 0.3 0.3

*Efectos biolégicos ERL (effects range low) Long et al., 1995. Cr = 52 pg-g™", Cu = 18.7

ug-g”, Pb=30.2 ug-g”, Ni=15.9 ug-g™’, Zn = 124 ug-g™', HAP’s = 4.02 ug-g™
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