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RESUMEN

Los ecosistemas acuaticos son altamente vulnerglesu tendencia a acumular
concentraciones altas de contaminantes proveniafde$os ecosistemas terrestres a su
alrededor. En la naturaleza, el agua puede encsatea distintos reservorios. En este estudio
nos centraremos en dos: los rios y las presasidcEBRBntiagoes el colector principal de la
cuenca Lerma-Chapala-Santiago desde el Lago dpazhhasta su desembocadura en el
Océano Pacifico. El Rio Verdes de los principales afluentes del Rio Santiagoe ren el
estado de Zacatecas, atraviesa Aguascalientes upaalglocalidades de Jalisco hasta su
confluencia con el Rio Santiagoa Presa Miguel Hidalgo (EI Mahone) se encuentiaada
en el Municipio de El Fuerte, en el Estado de ®mal el uso que se le da es para la
generacion de energia eléctrica y la irrigacionPt@sa Aguamilpa - Solidaridad se encuentra
305 km aguas abajo de la ciudad de Guadalajara& &smsposito es parte del sistema
hidrolégico Santiago-Aguamilpa y Huaynamota y ocapaoximadamente 60 km a lo largo
del Rio Santiago y 25 km a lo largo del Rio Huayot@nEl objetivo del estudio fue evaluar el
efecto de contaminantes ambientales en peces i@il@peochromissp) mediante el uso de
biomarcadores en los Rios Santiago y Verde y lasd8r Miguel Hidalgo y Aguamilpa -
Solidaridad. Los biomarcadores evaluados fueroagnfientacion del material genético
mediante el ensayo cometa y micronucleos en sgmgitrica para evaluar la exposicion a
agentes genotéxicos, y Vitelogenina medida comdofdsen plasma para evaluar la
exposicion a disruptores endocrinos. Todos los sdéieron analizados con el software
STATISTICA 8.0. Los resultados de vitelogenina ysao cometa muestran diferencia
significativa (p<0.05) entre cada sitio, no asi megrondcleos (p>0.05). Adicionalmente se
realizd una prueba de independencia de Chi cuadggtjo para asociar las variables de
Arsénico, con los biomarcadores de micronlicleoasago cometa, ya que este elemento es
caracterizado por su potencial genotoxico. Dichalisis muestra una asociacion entre este
elemento y los biomarcadores de dafio genético @pxONo es posible asociar a un solo
agente quimico en los sitios evaluados que cadseeibn endocrina o dafio al ADN. Sin
embargo es bien reconocido que una combinaciofiedéos sinérgicos puede causar este tipo
de dafios. Este estudio puede ser la base parsmai#os posteriores puedan desarrollar una
bateria de biomarcadores que permitan evaluarosfexibletales de exposicidbn a mezclas
complejas de contaminantes en cuerpos de agua.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 La Pescay la Acuicultura en México
La pesca y la acuicultura realizan contribucionegpartantes al bienestar y la

prosperidad mundiales. En los ultimos 50 afiosymlisistro mundial de productos pesqueros
destinados al consumo humano ha superado el cestonide la poblacion mundial;
actualmente, el pescado constituye una fuente ieate alimentos nutritivos y proteinas
animales para gran parte de la poblacion mundidéndés, el sector proporciona medios de
vida e ingresos, tanto directa como indirectamemtena parte considerable de la poblacion
mundial.

El pescado y los productos pesqueros se encuesntasm los productos alimenticios
mas comercializados a nivel mundial, con un volumertomercio por un valor que alcanzé
nuevos maximos en 2011, y se espera que siga ndantga alcista en que los paises en
desarrollo sigan representando la mayor parte sleexportaciones mundiales. Si bien la

produccién de la pesca de captura se mantiendesdtaproduccion acuicola sigue creciendo.

Cada vez se comprende y aprecia mas la importalecia pesca en pequefa escala
para la seguridad alimentaria y la reduccion y @neidn de la pobreza en el mundo en
desarrollo. Sin embargo, la falta de capacidadtutsdnal y la no inclusién del sector en las
politicas nacionales y regionales de desarrollouesig obstaculizando las posibles
contribuciones de la pesca artesanal al crecimiecdadmico, la reduccion de la pobreza vy el
desarrollo rural. Segun las ultimas cifras, los imede vida de unos 357 millones de personas
dependen directamente de la pesca en pequeiia, epealala empleo a mas del 90 % de los

pescadores de captura del mundo.

La pesca en México constituye una fuente importaetealimentos no sélo a nivel
nacional sino también a nivel mundial, asi comambyo en la generacion de empleos,
recreacion, comercio y bienestar econdmico pamais, tomando en cuenta que ha sido una
actividad muy productiva en el pasado, con un a#mwrdenamiento y legislacion siendo
atil para generaciones presentes y con los priogigle sostenibilidad pensando en las

generaciones futuras.
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Durante muchos afios en México, la pesca se cofsidea actividad casi de
autoconsumo y la que se comercializaba tenia camgriscipal destino el mercado de
Estados Unidos. A partir de 1970 la actividad comdea diversificarse y su desarrollo logro
ser notable encontrando un mercado mas amplio lesine comercializdndose dentro del

mismo territorio nacional.

A nivel nacional, por su volumen de produccionmigjarra se encuentra posicionada
en el lugar nimero 5 (CONAPESCA, 2011). La poblacgygistrada en captura y acuacultura
en el 2011 fue de 271,369 personas. Esta espesiddéa fuente mas importante de recursos
econodmicos, sobrepasando las ganancias de lagladgég en algunas regiones. Sin embargo,
un manejo inadecuado (incluyendo la pesca de ihaidg juveniles antes de que alcancen su
madurez reproductiva y la sobrepesca), asi comootdaminacion, han conducido a un
descenso gradual en la pesqueria; un aspecto cadagsta situacion fue la presencia de los
plecos (Mendozat al, 2007). Antes se consideraba que la riqueza sleellursos acuaticos
era un don ilimitado de la naturaleza. Sin embaejjalesarrollo de los conocimientos y la
evolucién dindmica de las pesquerias después @&edanda Guerra Mundial, han hecho
desvanecer este mito para constatar que los recas@ticos, aun siendo renovables, son
limitados y tienen que someterse a una ordenadéouada si se desea que su contribucion al
bienestar nutricional, econdmico y social de leciemte poblacion mundial sea sostenible
(FAO).

1.2 Ecosistemasacuaticos
Los ecosistemas acuaticos son de suma importaacdaep desarrollo de la vida, pues

proporcionan el habitat para la fauna y flora acaatdemas de que son fuente de alimento y
agua. Sin embargo, son altamente vulnerables pderglencia a acumular contaminantes
provenientes de los ecosistemas terrestres a ededbr, asi como de las entradas directas
(descargas), por lo que, independientemente deudémtd de la que provengan los
contaminantes, los sistemas acuaticos son a metejidsitos para una gran variedad de
contaminantes (Ahmeet al.,2011). La contaminacion de estos ambientes puede efectos
negativos sobre la vida acuética por ejemplo laradiéon de la reproduccion de estos
organismos y la disminucion en las poblacioneasgi@species, lo que amenaza la seguridad

alimentaria y afecta directa o indirectamente asddud humana. El rapido crecimiento
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poblacional aunado a un desarrollo industrial aadke asi como, a los cambios en los estilos

de vida, han incrementado la presién sobre losemtes acuaticos

En México, para la gestion de recursos hidricos,camo para la realizacion de
estudios hidrologicos y de calidad del agua, eb @& encuentra dividido en 37 regiones
hidroloégicas. Una region hidrologica es un areaeleitorio cuya finalidad es el agrupamiento
y sistematizacién de la informacion, andlisis, di@gicos, programas y acciones en relacion
con la ocurrencia del agua en cantidad y calidad, @mo su explotacion, uso y
aprovechamiento. Estas regiones agrupan a las asidnidroldgicas, definidas como el
territorio donde las aguas fluyen hacia el maraaés de una red de cauces (rios o arroyos)
gue convergen en un cauce principal, o bien, atdao donde las aguas forman una unidad
autonoma diferenciada de otras, estas son las desdaninimas del manejo del agua
(CONAGUA, 2011).

En el Pais el agua es un recurso concesionadecesjde el gobierno otorga permisos
para poder hacer uso de ella, destinando aproximeta el 76 % de esta a la agricultura, el
14 % al abastecimiento publico y el 4 % a la indastutoabastecida, siguiendo este patron en
todas las Regiones Hidrolégicas del pais (CONAGRIN,1).

Sin embargo estas mismas actividades pueden seteude contaminacion de los
cuerpos de agua, afectando a organismos acuaticab ser humano. Las fuentes de
contaminacion se agrupan en dos tipos: puntualas puntuales. En el primer grupo se
encuentran aquellas que pueden ser identificalde® alescargas directas provenientes de
industrias, drenajes, plantas de tratamiento, ¥tas no puntuales o difusas que son aquellas
gue no son identificables como la escorrentia algric urbana (Bjorklunét al.,2009). Hace
algunos afos, el foco principal de atencion erci@hacon la contaminacion de cursos de agua
era la contaminacion directa o puntual; sin emhaegola actualidad existe una creciente
preocupacién por la contaminacion difusa, principaite desde parcelas agricolas y
escurrimientos urbanos (Cotler, 2010). Aunque s@ocen las posibles fuentes de
contaminacién, la informacion acerca de esta yalalad del agua es deficiente en muchos

paises incluido México, por un inadecuado sisteenandnitoreo (Bjorklunett al.,2009).
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En lo que respecta a aguas residuales se generar@f08 en México 7.44 Knue
aguas residuales municipales, es decir, las quenaoejadas en los sistemas de alcantarillado
municipales urbanos vy rurales, de las cuales solmasaron el 35%; mientras que las aguas
residuales industriales, que son aquellas desasgiitectamente a los cuerpos receptores de
propiedad nacional, como es el caso de la industri@abastecida, se generaron en el mismo
afio 6.01 km tratandose solamente el 18% (CONAGUA, 2011; SEMAR, 2010).

Las aguas residuales reciben entre otros contatesyacompuestos farmaceuticos y
sus productos de degradacion parcial, a consee@ueletiuso humano y al ser desechados
cuando caducan. Las cantidades de estas sustamciks aguas residuales en los paises
desarrollados pueden alcanzar del orden de 10Cataemétricas por afio (Manahan, 2007).
En el Cuadro 1 se presentan los constituyentesapos) de las aguas residuales de una

ciudad.

Cuadro 1. Algunos constituyentes de las aguas res@es procedentes del alcantarillado de una ciudad.

Constituyente Fuentes potenciales Efectos en el agu

Sustancias que Mayormente materiales organicos, Eutrofizacion

demandan oxigeno particularmente heces humanas

Compuestos Desechos industriales, productos Toxicos para la vida acuatica

organicos domeésticos

refractarios

Virus Desechos humanos Causan enfermedades

Detergentes Detergentes domésticos Estéticadempa remocién de grasas y

aceites. Toxicos para la vida acuatica

Fosfatos Detergentes Nutrientes

Grasas y aceites Cocina, procesado o0 procesamie@mntaminacion visual, dafiinos para algunas
de alimentos, desechos industrialegormas de vida acuética

Sales Desechos humanos, ablandadoredncrementan la salinidad del agua
de agua, desechos industriales

Metales pesados Desechos industriales, laboratorid®xicos para la vida acuatica
guimicos

Agentes quelantes  Algunos detergentes, desechos Solubilizacién y transporte de metales
industriales pesados

Sélidos Todas las fuentes Contaminacion visudlindes para la vida

acuética

Fuente: Manahan, 2007.

En general los contaminantes son la principal caesdegradacion de la calidad del
agua alrededor del mundo (Bjorklued al., 2009). De toda la lista de estas sustancias, la
mayor preocupacion se centra en la presencia demorantes quimicos procedentes de

fuentes industriales, agricolas y de la escorremtiana (Manahan, 2007). Dentro de los
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contaminantes quimicos existen dos grupos que soms@ecial interés: los Disruptores
endocrinos y los Genotoxicos, los primeros por tdaecapacidad de alterar el sistema
endocrino de los organismos y los segundos poagacidad para interaccionar con el ADN
de las células; con todas las implicaciones eco#dggue esto representa (como alteraciones

reproductivas y disminucion de las poblaciones).

1.3 Contaminantes Disruptores Endocrinos
Son compuestos quimicos con actividad hormonal spre capaces de alterar la

homeostasis del sistema endocrino de los organjsianslo lugar a efectos adversos sobre la
salud, crecimiento, desarrollo y reproduccion de iledividuos, de su progenie o de las
poblaciones que constituyen ejerciendo su efedioesel sistema endocrino (Ankley al.,
1998; Rivast al.,2004; Oropesa, 2008).

Se clasifican en distintos grupos atendiendo anssanismos de accion (Gillesby y
Zacharewski, 1997; Navas, 2004; Wheeleal,, 2005):

» Disruptores endocrinos que mimetizan la accioradénbrmonas esteroideas, pudiendo
causar dos tipos de efectos:

a) Efecto estrogénico: originado por sustancias gagvan el receptor de estrogenos
induciendo la expresion de genes dependientestdigesos. En el caso de los peces y las

aves uno de estos genes es el de la vitelogenina.

b) Efecto androgénico: producido por sustanciasimitan la accion de los andréogenos en sus
células diana, uniéndose al receptor de androgeaosvandolo.

» Disruptores endocrinos que antagonizan la accionlade hormonas esteroideas,

pudiendo causar dos tipos de efectos:

a) Efecto antiestrogénico: ejercido por sustangas se unen al receptor de estrégenos
bloqueandolo, de modo que los compuestos estragemnia pueden llegar a unirse a dicho

receptor y no lo activan.

b) Efecto antiandrogénico: motivado por téxicos e unen al receptor de andrégenos
impidiendo que los andrégenos naturales lo activen.
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» Disruptores endocrinos que interaccionan con ladacde las hormonas tiroideas a

través de dos mecanismos distintos:
a) Bloqueo directo de los receptores implicadom@tcion de esas hormonas.

b) Inhibicibn competitiva de la transtiretina, m@iota implicada en el transporte de las

hormonas tiroideas.

La problemética ambiental que ocasionan estos cestpsi radica en que ejercen sus
efectos a concentraciones del orden de ng/l quargmnbajas que las concentraciones a las
gue se suelen detectar empleando equipos analifofisticados y dotados de gran
sensibilidad (Oropesa, 2008).

El grupo de compuestos disruptores endocrinos gerohumano es mas amplio y
variado englobando desde compuestos estrogéniugsicds hasta plaguicidas (insecticidas,
herbicidas, fungicidas y molusquicidas) de uso dime 0 agricola y sustancias de origen
industrial (Oropesa, 2008), asi como sustanciassguencuentran de manera natural en los

alimentos (Rivagt al.,2004).

La exposicion a quimicos con capacidad de altekrasistema endocrino ha sido
asociada con alteraciones del estado endocrinomenosas especies de peces (Joldtray.,
1993; Folmaet al.,1996; Folmaet al.,2000; Folmaset al.,2001; Joblinget al.,2002).

La exposicion a disruptores endocrinos en el anbiéyd mostrado que altera el
desarrollo fenotipico normal y reduce el éxito @etilizacion en peces. La exposicion a
potentes esteroides sexuales antes de la difecgntisexual puede causar reversion sexual.
Ademas de la reversion de género causada por lasieign a 170 etinilestradiol (EE2),
efectos deleteros en la reproduccion pueden ocsrripeces sexualmente maduros son
expuestos a EE2. Estudios en pez cebra y trucbé&iarhan demostrado un decremento en la
fertilidad de esas especies expuestas por cortgptiea concentraciones de 5 ng/L (Schultz,
2002). La exposicion a Bifenilos policlorados puedterar la relacion de sexos y causar
graves anomalias gonadales en hembras juvenil@sudba arcoiris (Bakeet al., 1997) lo
gue puede traer como consecuencia una disminucida poblacidén y, en caso extremo, la

desaparicion de la especie.
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Estas sustancias pueden contaminar los cursosudepay diferentes rutas (Oropesa,
2008):

a) Descarga directa de efluentes procedentes deaplale tratamiento de aguas
residuales que contienen productos farmaceuticqaimicos utilizados a nivel domestico,
agricola o industrial. Estos efluentes constituigefuente mas importante de contaminacion
por estrégenos de los ambientes acuaticos.

b) Descarga indirecta a través de aguas de estiar@dixiviacion que transportan
compuestos disruptores endocrinos procedentesdds lde plantas de tratamiento de aguas
residuales que fueron aplicados a suelos agricolas fertilizantes.

1.4 Contaminantes Genotdxicos

Son cualquier agente que actle directa o indirestéansobre el ADN y que produzca
efectos detectables, como alteraciones genéticas ppedan llevar a mutaciones, a
concentraciones subtoéxicas (Van Ngaral., 2007). Es decir, un compuesto es considerado
genotoxico si induce dafio genético a concentrasiqne no son toxicas o que estan asociadas
con un bajo grado de toxicidad. Bajo este térmmdnsluyen los agentes que interaccionan
directa o indirectamente con el ADN provocando whanto de mutaciones (mutagénesis),
también los que interfieren en algunos procesosrgizos asi como en la reparacion o en la
génesis del material proteico involucrado en laresggrion cromosOmica. Es importante
sefalar que los compuestos genotoxicos afectamegyor frecuencia a las células normales
gue proliferan rdpidamente como son las célulateledes y de médula 6sea, por lo tanto,
existe un gran numero de células susceptibles as esfectos dafinos (Rodriguez Arnaiz,
2003).

Se han valorado alrededor de 10,000 sustanciasagsim los resultados indican que
cerca de 1,000 son genotoéxicas, entre los que cdeyé@m a los plaguicidas, metales, los
aditivos de los alimentos y los derivados de la mastion incompleta de productos
energéticos, como el carbén y las gasolinas (RodeigArnaiz, 2003). Estos contaminantes
son de gran preocupacion para el humano ya que&pesieion del hombre a los agentes
mutagénicos pueden causar el incremento en el gladoutacion de las células germinales

(6vulos, espermatozoides y sus precursores) Igpgede provocar el aumento de la incidencia
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de las enfermedades genéticas en futuras genesaciddemas de que, existe una estrecha
relacion entre la inestabilidad gendmica de célstasaticas con el cancer y las enfermedades

cronico-degenerativas. Tercero, el origen ambiatgbtancer (Arencibia y Rosario, 2009).

Los plaguicidas organoclorados y organofosforadesden provocar algun tipo de
modificacion en la informacidn genética y se haladstido una correlacion positiva entre los
individuos expuestos a éstos ya sea de forma ouadco accidental y el incremento del

riesgo de padecer cancer (Martinez-Valenzuela yezéfmroyo, 2007).

Dentro de los metales el cromo hexavalente (Cr MBveniente de emisiones
industriales (Lope=zt al, 2001) como la industria de cromados, manufaalergigmentos,
colorantes, curtido de pieles, en la preparaciéandisépticos, en la limpieza de material de
vidrio de laboratorio, como agente valorante, eotres (Prietcet al, 2008).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHst pos siglas en inglés) derivados
poliméricos de benceno son contaminantes toxicqdiamente distribuidos en el ambiente.
Dependiendo de la estructura quimica y el niveexigosicion, los PAHs y sus metabolitos
pueden causar efectos toxicos, mutagénicos y/ancgeénicos en peces y otros vertebrados,
incluyendo el ser humano (Reis-Henrige¢sl, 2009). Estos compuestos se forman durante
la combustion incompleta del petréleo y sus dewga@lbers, 1995). Las principales fuentes
de estos contaminantes son automoviles, avionespd)aplantas de generacion de energia
eléctrica, incineradoras de residuos, calefacciodesedificios, humo del tabaco, etc.
(Environmental Health Criteria, 1998). Algunos égenos como el 1B-estradiol también

pueden causar dafio genotdxico (Sponchedd.,2011)

Evaluar el impacto de la contaminacion de origemdmp en una poblacion puede ser
dificil por diferencias en la biodisponibilidad dentaminantes y las diferentes interacciones
bioguimicas y toxicoldgicas que pueden existireettos (Fasulet al.,2010). Por lo que los
organismos de vida silvestre pueden ser usadosreee#ar la presencia de contaminacion
ambiental y representan un buen modelo para readigadios de exposicion y efecto a
diferentes contaminantes o a mezclas de ellos, uga las mezclas de tdxicos generan
respuestas a cada uno de los grupos de contansnargsentes en ellas (McKim y Lien,
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2001); y nos pueden dar una idea del riesgo ersg@mcuentran los organismos en su habitat

natural o en sitios potencialmente contaminadopi(iésa-Reyes, 2009).

1.5 Bioindicadores

Un bioindicador es un organismo o poblaciones darmsmos que pueden responder a
la contaminacién ambiental mediante alteracionesuefisiologia o a través de su capacidad
para acumular contaminantes, estos pueden ofneftgmiacion sobre los riesgos para otros

organismos, ecosistemas y el hombre (Pignata, 2003)

Para la biota dado el gran nimero de especiespiides al riesgo la selecciéon de la
especie critica es un punto clave, por lo que berdseleccionar de acuerdo a los siguientes
criterios: facil captura y manipulacion, biologianocida, amplia distribucién geogréfica,
ciclo de vida corto y conocido, posicién en la teifica, estatus de conservacion y carisma
(Bozoet al.,2007).

Los peces son comunmente utilizados para el bidor@o de contaminantes en
ecosistemas acuéaticos, ya que son los vertebradlgiicos que bioacumulan sustancias
toxicas, a través de la ingesta de sedimentosreeatos contaminados (Reis-Henriqe¢sl.,
2009), tienen una amplia distribucion, aunadodivarsidad e importancia que tienen en estos
ambientes, ocupan diferentes niveles troficos yaresen contacto directo con los
contaminantes (Osmaet al., 2012). Se ha visto que responden con gran seddaibila
cambios en el ambiente acuético y a bajas concémties de contaminantes ambientales

(Hafez, 2009). Son especialmente sensibles a estodgxdgenos (Wheeletral.,2005).

Estos organismos constituyen parte de la dietaalaifaros acuéticos y aves, al igual
gue proporcionan una importante fuente de protednda dieta humana (Oropesa, 2008). La
toxicidad de los peces es la culminacion de uni skr eventos relacionados con diversos
procesos fisicos, quimicos y bioloégicos. Como senaiemd en parrafos anteriores los
productos quimicos que entran al ecosistema aouativienen de diversas fuentes: efluentes
industriales, deposicion atmosférica, escorrees8tns se distribuyen a lo largo de la columna
de agua y sedimento, contaminando el alimento sigpézes y a ellos mismos a través del

contacto con el agua y el sedimento (Figura 1) (MguHenry, 2008).
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Figura 1. Entrada de contaminantes en ambientes aéticos enfatizando la acumulacion en peces.
Fuente: Ericksomet al.,2007

Especificamente la TilapiaD¢eochromissp) es una especie de amplia distribucion
geogréfica, posee una gran capacidad de adaptéziqoe le ha permitido colonizar habitats
muy diversos, en México es de alta importancia coiake son de ambiente bentopelagico,
tolerantes a bajas temperaturas y amplio rango amidad, omnivoro (se alimenta
generalmente de zooplancton y fitoplancton) (Gaezdille, 2010). Se encuentra en la
mayoria de los cuerpos de agua dulce y sirve cdimerto para el humano, ademas por sus
habitos alimenticios puede estar en contacto ceerslds tipos de contaminantes provenientes
de su alimentacion y su posicion en la red tréfimda de depredador y presa, por lo que es un
eslabén importante dentro del ecosistema acuéficdas estas caracteristicas hacen a ésta

especie idonea para el biomonitoreo, por lo quéiseé como bioindicador.

La relevancia de los resultados radica en dos aspqmiosera, la Tilapia tiene una
amplia distribucién geografica, se encuentra emasoria de los cuerpos de agua, lo que nos
permitiria comparar distintos sitios mediante laleacion de este organismo; es una especie
de importancia comercial, representando en logssitle estudio un importante ingreso

economico, por lo que una disminucién en su poblacpuede traer consecuencias

Péagina 14



USO DE BIOMARCADORES EN PECES COMO HERRAMIENTA PAR&/ALUAR LA EXPOSICION Y
EFECTO DE CONTAMINANTES AMBIENTALES EN CUERPOS DEGUA

econdmicas y alimenticias adversas, poniendo egaita seguridad alimentaria; representa
una fuente de proteinas para el humano y otrosismas, por lo que independientemente de
poner en riesgo la seguridad alimentaria al disiisws poblaciones, podria representar un
resgo en su consumo para organismos superioreseralin organismo tolerante a estrés
ambiental, un efecto observable en esta especiéndixsria que especies mas sensibles se

verian mas afectados, pudiendo estar en riesgcelaatmsistema acuatico.

1.5.1 Biologia del Género Oreochromis
Las tilapias son organismos tropicales dulceacascariginarios de Africa y, debido a

su facilidad de adaptacion se encuentran actuadnbstribuidos en la mayoria de los paises

tropicales y subtropicales con fines de cultivod&®/illasante et al 2010).
MORFOLOGIA EXTERNA

Presentan cuerpo comprimido; la profundidad delipedlo caudal es igual a su
longitud. Escamas cicloideas. Protuberancia ausemti& superficie dorsal del hocico. La
longitud de la quijada superior no demuestra diisio sexual. El primer arco branquial
tiene entre 27 y 33 filamentos branquiales. Ladilateral se interrumpe. Espinas rigidas y
blandas continuas en altea dorsal. Aleta dorsalléoa 17 espinas y entre 11 y 15 rayos. La

aleta anal tiene 3 espinas y 10 u 11 rayos. Altdal trunca.

Presenta un solo orificio nasal a cada lado deakeeza, que sirve simultaneamente
como entrada y salida de la cavidad nasal. El cuespgeneralmente comprimido y discoidal,
raramente alargado. La boca es generalmente aaaghanudo bordeada por labios gruesos;

las mandibulas presentan dientes cénicos y enadgurasiones incisivos.

Para su locomocion presentan aletas pares e impagsletas pares las constituyen
las pectorales y las ventrales; las impares estdstituidas por las aletas dorsales, la caudal y
la anal. La parte anterior de la aleta dorsal ¥ asaorta, consta de varias espinas y la parte
terminal de radios suaves, disponiendo sus aletaslés en forma de cresta.

La aleta caudal es redonda, trunca y raramentadarctomo en todos los peces, esta
aleta le sirve para mantener el equilibrio del poedurante la natacion y al lanzarse en el

agua.
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CARACTERES SEXUALES

La diferenciacion externa de los sexos se basaiereljmacho presenta dos orificios
bajo el vientre: el ano y el orificio urogenitaljantras que la hembra posee tres: el ano, el
poro genital y el orificio urinario. El ano est&mipre bien visible; es un aguero redondo. El
orificio urogenital del macho es un pequefio puiiEb.orificio urinario de la hembra es
microscopico, apenas visible a simple vista, mantjue el poro genital se encuentra en una
hendidura perpendicular al eje del cuerpo.

HABITOS REPRODUCTIVOS DEL GENERO Oreochromis
Maduran de 2 a 3 meses en estanque y de 6 a 9 emeaatientes naturales.

Es una especie muy prolifera, a edad temprana gftarpequefio. Se reproduce entre
20-25°C. El huevo de mayor tamafo es mas eficipata la eclosion y fecundidad. La
madurez sexual se da a los 2 0 3 meses. La luzéanmfluye en la reproduccién, el aumento
de la iluminacion o disminucion de 8 horas difianlla reproduccion. Antes de la eclosion los
huevos son incubados de 3 a 5 dias dentro de la #®da hembra. Las hembras no se
alimentan durante los periodos de incubacion yamodde las larvas. Las larvas jovenes (con

saco vitelino) permanecen con su madre por ungerdicional de 5 a 7 dias.
HABITOS ALIMENTICIOS

El géneroOreochromisse clasifica como omnivoro, por presentar mayegrdidad en
los alimentos que ingiere, variando desde vegeatatiacroscopica hasta algas unicelulares y
bacterias, tendiendo hacia el consumo de zooplancto

Las tilapias son peces provistos de branqui-esgioia$os cuales pueden filtrar el agua
para obtener su alimentacion. Los alimentos ingeriggasan a la faringe donde son
mecanicamente desintegrados por los dientes fasn@sto ayuda en el proceso de absorcion

en el intestino, el cual mide de a 10 veces méadaylongitud del cuerpo del pez.
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REQUERIMIENTOS AMBIENTALES

Los rangos Optimos de temperatura oscilan entrey280°C, pueden soportar
temperaturas menores. A temperaturas menores @ribtrecen. Los limites superiores de

tolerancia oscilan entre 37-42°C.

Soporta bajas concentraciones de oxigeno disuddt@proximadamente 3 mg/L. A

niveles inferiores a 1.5 mg/L de oxigeno disuetifad de alimentarse.

Los valores optimos de pH son entre 7 y 8. No pouddierar valores menores de 5,

pero si resistir valores alcalinos de 11.

Aun cuando se hace uso de especies bioindicadeyasempre es posible apreciar el
efecto de sustancias toxicas en los organismogugalgunos de estos contaminantes causan
dafio, como ya se mencion6 anteriormente, a nivetg® y endocrino, lo cual no se puede
apreciar a simple vista en la especie utilizada.t&®omotivo el uso de biomarcadores es de

suma importancia.

1.6 Biomarcadores
Un biomarcador es una respuesta biolégica a unigoim quimicos que da una

medida de la exposicion, y algunas veces tambikefeeto toxico (Handgt al.,2003).

Los biomarcadores son los cambios bioguimicoglfigicos o morfolégicos medibles
gue se producen en un sistema bioldgico y se metiznp como reflejo o marcador de la
exposicion a un agente toéxico (Hanelyal, 2003; Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo,
2007). ElI monitoreo ambiental a través de los patéoa de evaluacion de biomarcadores en
diferentes especies es una herramienta Gtil. Ti@nentaja de proporcionar una respuesta
cuantitativa, asi como valiosa informacion de rafeia ecoldgica sobre los efectos cronicos

adversos causados por la contaminacion del ageda(Dorreet al.,2007).

Las dos caracteristicas mas importantes de losan@adores son la identificacion de
las interacciones entre el contaminante y el oggaoj y la medicion de efectos sub-letales.
Por andlisis quimico solo puede medirse una fracd@ los contaminantes presentes sin
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evidenciar los efectos adversos. Los biomarcadges,su parte, indican la presencia de

contaminantes tanto conocidos como no identifica(Bszoet al.,2007).

Aunque algunos de los biomarcadores pueden sesilefide clasificar, suelen
separarse en biomarcadores de exposicion, bionmesmdle efecto y biomarcadores de
susceptibilidad (Silverberg, 2001):

Un biomarcador de la exposicion puede ser un cogstpwexdgeno que se introduce en
el cuerpo, un producto interactivo entre el compugsain componente enddégeno, o cualquier
otro hecho relacionado con la exposicion. Lo masithal es que los biomarcadores de
exposicion a compuestos estables, como los meta@wsprendan mediciones de las
concentraciones del metal en muestras apropiadas) ta sangre, el suero o la orina. En el
caso de las sustancias volatiles puede evaluarsergmentracion en el aire espirado (tras la
inhalacidn de aire libre de contaminacion). Siahpuesto se metaboliza en el cuerpo, pueden
elegirse uno o varios metabolitos como biomarcaddeda exposicion; los metabolitos suelen

determinarse en muestras de orina.

Los biomarcadores de efecto pueden ser componentisgenos o medidas de la
capacidad funcional, o cualquier otro indicador eé&lado o equilibrio del cuerpo o de un
sistema organico afectado por la exposicion. Sugiénarse como indicadores preclinicos de
anomalias. Los biomarcadores de efecto pueden smcificos o no especificos. Los
especificos son utiles porque indican un efectébgico de una exposicion concreta, por lo
gue aportan datos que pueden ser valiosos de dargravencion. Los biomarcadores no
especificos no indican una causa individual dettefepero pueden reflejar el efecto total
integrado debido a una exposicion combinada. No bag distincion clara entre
biomarcadores de exposicion y de efecto. Por enpgudria decirse que la formacion de
aductos refleja mas un efecto que la exposicion.obktante, los biomarcadores de efecto
suelen indicar cambios en las funciones de laslagldle los tejidos o del cuerpo en su

conjunto.

Un biomarcador de susceptibilidad, sea heredaddurida, es un indicador de que el
individuo es especialmente sensible al efecto deommpuesto o a los efectos de un grupo de

compuestos. Se ha hecho hincapié sobre todo ersdamibilidad genética, aunque hay otros
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factores que pueden tener al menos la misma impmatalLa hipersusceptibilidad puede

deberse a un rasgo heredado, a la constitucidndieiduo o a factores ambientales.

Los usos potenciales de los biomarcadores en estadi campo son (Schleek al.,
2008):

Para evaluar el efecto de un quimico desconocigtaanezcla de productos quimicos
Para demostrar biodisponibilidad o ausencia

Para demostrar el curso temporal de la absorcion

Proporcionar oportunidad@s vitro de comprension de mecanismos

Para priorizar sitios, contaminantes o muestragegeran futuros analisis

Para evaluar el curso temporal o éxito de remettiaci

YV V. VYV VYV V VYV V

Para llevar a cabo vigilancia

Las ventajas y limitaciones de los biomarcadoremté a los analisis quimicos

convencionales se presentan en el Cuadro 2 (Boal,2007):

Cuadro 2. Ventajas y limitaciones de los biomarcades

Ventajas Limitaciones

Proveen una medida integrada de Imposibilidad de controlar cambios en las variables
biodisponibilidad de los contaminantes en ambientales.
tiempo.

Son el reflejo de la exposicion a contaminant&n algunos casos baja especificidad del biomarcador
ambientales.

Ayudan a establecer la importancia de diferentbBichas veces no estd claramente establecida leiGela
rutas de exposicion. dosis-respuesta.

Permiten detectar la exposicibn a téxicos Bn algunos casos no hay comprension del mecanismo
metabolitos  rapidamente  metabolizables igvolucrado.
eliminados.

Permiten la integracién de interacciones de mezckes necesario contar con experiencia técnica y equip
de contaminantes para rendir una expresion aelecuados para obtener e interpretar los resultados
efecto acumulativo a nivel molecular, celular o

tisular.

El potencial de integracién en los diferentes r@sel
de organizacion biolégica puede predecir, a corto
plazo, los efectos ecolégicos que se produciran a
largo plazo.
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1.6.1 Vitelogenina
Uno de los biomarcadores utilizados en peces gagarear los dafios ocasionados por

compuestos que causan disrupcion endocrina, estdigenina. La vitelogenina ha sido
guimicamente definida como una proteina especilea hembras oviparas en estado
reproductivo similar a las de otros vertebradosa BEsolécula posee un alto peso molecular
debido a su asociacion con lipidos, residuos deobédratos, fosforo, calcio y hierro. Estos
componentes quimicos varian dependiendo de lagiespede la etapa de maduracién en la
gue se encuentren. Se sintetiza en el higadoJdagtimulacion de estrégenos producidos en
el ovario, posteriormente es secretada a la cciifay transportada al ovario, en donde es
incorporada dentro de los ovocitos por un procesmigropinocitosis mediado por receptores
(Hashimotoet al.,2000; Tyler et al.,2008).

Los peces macho también contienen el gen de ldogérina, y la exposicion a
estrogenos puede provocar su expresion, resultandooncentraciones detectables de la
proteina en el plasma sanguineo (Brasfefidal., 2001; Tyleret al., 2008). Por ello, la
induccion de la sintesis de vitelogenina en maocbk®sconsiderada un biomarcador de
exposicion a compuestos estrogénicos (Jobdin@l., 2002; Van Den Belet al, 2002;
Verslyckeet al, 2002; Arukwe y Goksgyr, 2003; Nilset al, 2004; Pawlowsket al, 2004;
Wheeleret al., 2005; Hiramatswet al, 2006; Hutchinsoret al., 2006; Lineyet al., 2006;
Schultzet al, 2006; Fujitaet al., 2008; Oropesa, 2008). Diversos estudios han deacust
usando vitelogenina, la presencia de quimicos g&tioos en los ecosistemas acuaticos
(Kime et al, 1999).

Esta proteina es importante porque permite la foidmadel vitelo durante la
Vitelogénesis que es el proceso de formacion déénmaé de reserva (vitelo) del huevo en
peces y anfibios y se inicia por la glandula pittig en respuesta a las sefales ambientales
(Figura 2).
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Estradiol endogeno
(17-p Estradiol)

Figura 2. Vitelogénesis en peces. La linea continiradica la induccion normal de vitelogenina en hemtas.

Estrégeno endégeno es producido en el ovario bajbestimulo de FSH/LH; entra a la circulacién e indge

la sintesis de vitelogenina. Las lineas punteadasiastran las vias de exposicién a estrégenos exégeno
FuenteTyler et al, 2008.

La hipdfisis responde a la estimulacion del hipotéd mediante la secrecion de
gonadotrofina | (GTH-I), una hormona peptidica gegula la funcion ovarica y promueve la
maduracion meiética. GTH-I circula en el plasmagsémeo y, al llegar a los ovarios estimula
las células del foliculo para sintetizar estradiple es liberado en el suero. El estradiol se
difunde libremente a través de la membrana dedlagas del higado y se une a los receptores
de estrogenos, por lo que inicia la transcripcida yraduccion de vitelogenina. Al llegar a los
ovarios se pasa a traves de las células del foltapilar a lo largo de una red para llegar a la

superficie de los ovocitos (Figura 3) (Wheedeal, 2005).
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Gonadotrofina |
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Células del foliculo
ovarico

Estradiol
\L/]\ Receptor y Desactivador

Receptores hepaticos
de estrégenos

Vitelogenina

Retroalimentacién através de estradiol, testosteronae inhibina

Ovocito

—>

Figura 3. Esquema de la induccién normal de vitelagina en hembras de peces. Una vez sintetizada én e
higado en respuesta a estrdgenos enddgenos, lalgdenina es transportada al ovario donde es
incorporada dentro de los ovocitosFuente: Wheleeet al,2005.

Los quimicos ambientales que inducen la sintesigitd®genina en peces incluyen
estrégenos, constituyentes de pildoras anticon@eptialquil fenoles, ftalatos y algunos
plaguicidas Organoclorados y bifenilos policlorad@analest al, 2003; Kimeet al, 1999).
Estudiosin vivo muestran que quimicos estrogénicos en combingiéden inducir efectos

aditivos en peces (Tylet al.,2008).
Medicion de VTG por técnicas quimicas

Un namero de diferentes técnicas han sido usadasdptectar indirectamente niveles
de vitelogenina en sangre. Estas incluyen fosfefmas, contenido de proteina total,
determinacion de calcio y fosforo 1abil en medicatiho en plasma. Este ultimo implica una
cuantificacion de la lipofosfoproteina. Otros mé®de basan en la inmunoaglutinacion, la

densotimetria después de la electroforesis, la madlitusion radial y el radioimnunoensayo.
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Recientemente diferentes inmunoensayos se han ralésdw para la medicion de
Vitelogenina en diferentes especies teloedsteosgél estos ensayos son muy sensibles, su
uso se limita principalmente a una especie debida aomplejidad de la molécula de
vitelogenina. Por otra parte, estos ensayos sansmsy limitados en su uso debido a la falta
de anticuerpos especificos de especies (Verstclk 2002). Ninguna de estas técnicas, con
excepcion del fosforo 1abil en medio alcalino heibbielo mucha atencién. El inconveniente
de estos métodos quimicos y electroforéticos es spe indirectos, dependen de la
concentracion de fésforo o la carga eléctrica, lpajue falta la especificidad directa de los
anticuerpos (Verslyckeet al, 2002; Rotchell y Ostrander, 2003; Pottinggral, 2005;
Wheeleret al, 2005; Hallgreret al, 2009).

Técnicas inmunoldgicas

Todas las técnicas inmunoldgicas se basan en arg@sique se unen especificamente
a la proteina de interés. Los anticuerpos son pidds en modelos animales que responden a
la proteina. En muestras de sangre o higado lbbg#eina sera selectiva y reversiblemente
unida al anticuerpo acoplado a un ligando marca@agdor radiactivo, enzima o molécula
fluorescente), el ligando es utilizado para la tifiaacion del la vitelogenina. A pesar de la
estructura conservada de la vitelogenina a traeédaglespecies de peces, e incluso en otros
vertebrados oviparos, los anticuerpos de la vieglom deben plantearse para cada especie
especifica. Esto puede ocasionar que la generdei@nticuerpos sea costosa, requiriendo la

caracterizacion y aislamiento de cada proteinatdgenina para cada especie ensayada.

El Radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en ingsésencuentra entre las primeras
formas de inmunodeteccidon. Esta prueba se basa eonhpetencia entre un antigeno no
marcado (del pez de ensayo) y una cantidad fimtardigeno radiomarcado para un numero
limitado de sitios de union. A pesar de que esteelpa es muy sensible, la eliminacion de

residuos radioldgicos y los costos de los equipmsdesalentado su utilizacién.

La técnica de Western blotting consiste en sepgaratuestra por electroforesis en gel
de poliacrilamida, seguida por la transferenciana mmembrana. Las proteinas se unen y se
inmovilizan en la matriz de la membrana. La memarsa lava en una solucion que contiene

el anticuerpo especifico de la vitelogenina. Losicaerpos se unen a la membrana y se
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detectan generalmente mediante tratamiento comticuarpo secundario, principalmente por
una deteccién quimioluminiscente con un sustratofa$fatasa alcalina (que genera un

producto luminiscente) y la exposicidén posterita pelicula fotogréfica.

El método ELISA se basa en que el anticuerpo seawra superficie, usualmente una
placa de microtitulacion de mudltiples pocillos. lrdnibicion de la union a la superficie se
calcula por diluciones seriadas de antigeno meadaad el anticuerpo antes de la aplicacion
en la superficie. La union del anticuerpo a la siipe se mide por una segunda enzima
marcada con el anticuerpo, usualmente una fosfateakna o peroxidasa, que es determinada

por espectrofotometria.
Técnicas quimicas

La medicion de fosforo labil en medio alcalino sasd en el hecho de que la
vitelogenina es la Unica proteina del plasma delgquee contiene fosforo. En consecuencia, a
diferencia de las técnicas inmunoldgicas, este aoetequiere extraer la proteina del plasma
(usando éter) y liberar el fosforo de la vitelogenjusando NaOH). Una vez que el ion fosfato
es liberado la acidificacion con molibdato de aroardusa la formacion de fosfomolibdato de
amonio (ecuacion 1). La reduccién de este compymsiduce un complejo de color azul de
fosfomolibdeno (ecuacidn 2), que puede ser detewhairpor espectrofotometria (Wheeber
al., 2005).

Fosfato + molibdato de amonio + pH ac®ldosfomolibdato de amonio Ecl

Fosfomolibdato de amonio + Acido amininaftasulfé@réc Fosfomolibdeno (azul) Ec 2

Reaccion en cadena de la polimerasa con transsaifiversa

RT-PCR (por sus siglas en inglés) es una herrdenfderosa para medir la expresion
genética. Todo el ARN extraido se transcribe de&oinversa en su ADN usando una enzima
(transcriptasa inversapPrimers especificos disefiados contra la secuencia de géeina se

utilizan para amplificar el mensaje en la forma wea copia de ADN (ADNc). Las
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intensidades de la sefial son comparadas con las denes control, detectando asi cambios
relativos en los niveles de expresion. Analisis gah tincion con bromuro de etidio y

densitometria son usados habitualmente para cigantifa intensidad de la sefial. Esta
actualmente es una técnica estandar que es fatdmampleada en la mayoria de los

laboratorios. Los costos de instrumentacion hamimgglo el uso de este método.
Andlisis Northern

Mensajero especifico de ARN se ha detectado dmafamutinaria con el analisis
Northern directamente por comparacion relativa al@dundancia del mensajero. Para esta
técnica el ARN es separado en un gel de agaramasférido a una membrana y luego
hibridizada con una sonda especifica marcada aezaon y cuantificacion. Esta técnica es
particularmente susceptible a la degradacion deNAR que puede ser un problema en
ciertos tipos de tejidos tales como el higado.

Ensayo de proteccidn de robonucleasa (RPA)

En el ensayo de proteccion de ribonucleasa (RRAymsiglas en inglés) la expresion
del gen (ARNm) se cuantifica por su capacidad gmcdeger una sonda complementaria
marcada de digestion nucleasa. Se ha convertidananpoderosa alternativa al andlisis
Northern. El tejido es simultaneamente solubilizgdas ribonucleasas desnaturalizadas. La
sonda marcada se afiade al lisado y las condicideksampdn garantizan una efectiva
hibridacion de la sonda con la secuencia diana RB&IA. Después de la hibridacion, las
ribonucleasas se afiaden para digerir todos logsaidcleicos de cadena simple, incluyendo
en exceso de sonda, pero no la ahora doble cagestadidos) del complejo sonda ARNm.
Este complejo puede ser separado por un gel deacpddimida y visualizarse por

autoradiografia o deteccion no isotopica.

1.6.2 Micronucleos
De los biomarcadores mas utilizados para detec@o il ADN se encuentra los

micronucleos (MN) y el ensayo cometa, la primenzepr, los microndcleos en eritrocitos de

sangre periférica en peces es ampliamente utilizadeecomendado para estudios de
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exposicion crénica a diferentes tipos de contant@sanambientales con propiedades
clastogénicas y aneugénicas (Ahnetal, 2011).

Este ensayo ha probado ser un indicador sensibdaiii® cromosomico. La presencia
de células micronucleadas ha ganado uso genemlizad detectar los efectos genotéxicos de
los productos quimicos y la radiacion. (Quigisal, 2008; Bolognesi y Hayashi, 2011). Los
micronucleos son formados en el proceso de laidiviselular y su expresion puede ocurrir
en diferentes tiempos después del dafio al ADN,rdkgedo de la fase del ciclo celular y el
mecanismo de induccion (Bolognesi and HayashilQlos microndcleos son la expresion
en interfase de los fragmentos acéntricos, que dener centrobmero no se incluiran en los
ndcleos hijos durante la division celular, ya qoameractian con las fibras del huso mitotico
en anafase; estos fragmentos se rodean de memitwalear y aparecen como pequefios
ndcleos en interfase. Mientras que cuando el da&idasen el centrémero, alterando el
cinetocoro o bien las fibras del huso acrométieqgreduce un desequilibrio en la distribucion
de los cromosomas, provocando que queden fuera dmética normal de la anafase y se
rodeen de envoltura nuclear, como ocurre con Egnientos acéntricos, originando también
micronucleos aunque de mayor tamafo (Martinez-Valegla and Goémez-Arroyo, 2007,
Quirdset al, 2008).

En algunos peces esta prueba ha resultado seécmaain vivo util para ensayos de
genotoxicidad y para el potencial monitoiacsitu de la calidad del agua (Qirés al., 2008;
Reis-Henriqueet al.,2009; Hafez, 2009; Bolognesi y Hayashi, 2011). da8os genotoxicos
en peces pueden ser inducidos por descargas urlmanadustriales contaminadas por
diferentes compuestos tales como productos petrocps (Hoshinat al.,2009; Bolognesi y
Hayashi, 2011), metales pesados (Galietlal.,2010; Monteet al.,2010; Omaset al.,2012)

y plaguicidas (Venturat al.,2007; Bonyet al.,2009; Cavas, 2011).

Las frecuencias basales de micronulcleos en pepestadas por distintos autores
muestran una alta variabilidad interespecies (@cr3L000 células), aunque la mayoria de los
articulos reportan rangos de 0-1. Esta variabiliplaede estar relacionada con una diferencia
entre especies en competencia del metabolismo yamsewos de reparacion del ADN, asi
como la proliferacion de células en el 6rgano diqme afectan la expresion de microndcleos
(Bolognesi y Hayashi, 2011).
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1.6.3 Ensayo cometa
El ensayo cometa es una prueba ampliamente utlipath detectar el daiio vitro o

in vivo causado al ADN en células individuales (Kumaraatedl., 2009; Fasuleet al.,2010)

por agentes genotoxicos, entre los que se inclbiggocarburos (Fasulet al, 2010), metales
(Monteiro et al., 2011; Omaret al., 2012), metaloides (Ahmesdt al., 2011), plaguicidas
(Venturaet al.,2007; Bonyet al.,2009; Zhuet al.,2011; Cavas, 2011), bacterias (Bagdonas y
Lazutka, 2007; Da Silvat al.,2011) y mezclas de contaminantes (Yang@l.,2006; Costaet

al., 2008; Srutet al.,2009). Se caracteriza por ser un método sensédpala, sencillo, de bajo
costo y aplicable a varios tipos de células eunge® (Olive y Banath, 2006). Esta técnica
permite analizar la migracion del ADN debido a wps simples en la hebra del ADN y a
sitios alcali-labiles con el enfoque tipico de wwa célula de los ensayos citogenéticos
(Kumaravel et al., 2009). Consiste basicamente en analizar céluldiwiduales que son
lisadas y sometidas a una electroforesis. Duranteldctroforesis los fragmentos de ADN
migran fuera del ndcleo celular hacia el anodo yném una cola, que al ser observada al
microscopio de fluorescencia, tiene la aparieneiam cometa. Existen varios parametros para
medir la magnitud del dafo, sin embargo, muchoslids no son de uso frecuente. Los de
mayor uso en la literatura son la longitud de la ctel cometa (TL) y el momento de la cola
del cometa (OTM), éste ultimo es particularmentepaira describir la heterogeneidad dentro
de la poblacion de células, ya que el OTM puedeatiet variaciones en la distribucion del
ADN dentro de la cola (Kumaravet al.,2009).

Esta técnica requiere un pequefio nimero de céllddscta dafio genotdxico a nivel

celular y permite una evaluacion de respuesta temapen la biota (Sret al.,2009).

Kumaravel et al., (2009) reporta que las principales ventajas debhymsometa

incluyen:

> La coleccién de datos a nivel de células individsapermitiendo mas robustez en el

analisis estadistico.
> La necesidad de un pequefio nimero de células psstrau

» Sensibilidad para detectar dafio al ADN
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

La seleccion de los sitios se realizo de acuerlds aiguientes criterios: antecedentes
en la literatura sobre la presencia de contamisasmematrices ambientales; identificacion de
alguna posible fuente de contaminacion; accesiti@lyspresencia de organismos.

De la gran cantidad de cuerpos de agua presente$ mais, se eligieron para este
estudio el Rio Santiago y el Rio Verde en el Estildalisco, la Presa Aguamilpa-Solidaridad
en Nayarit y la Presa Miguel Hidalgo, en El Fue@&aloa. La eleccion de estos sitios
responde a las diferentes caracteristicas de cadade ellos. El Rio Santiago presenta
considerable contaminacion en la parte inicial delai las industrias y poblaciones localizadas
en sus margenes, y es contaminado por las aguikiales municipales e industriales
descargadas de la Zona Metropolitana de Guadalgfdi&), por lo que este Rio presenta
baja calidad del agua en casi toda su trayectogatro del limite del estado de Jalisco recibe
contaminacion de aguas residuales de las poblacidee Amatitdn, Tequila, Arenal y
Magdalena, ademas de los desechos de la indusidera y de otras fabricas (Guznein
al., 2009). El Rio Verde, es el mas importante de fagemates por la margen derecha, en
direccion al flujo de la corriente principal, defoRSantiago; recibe descargas urbanas e
industriales provenientes de los Estados de ZamstgcJalisco. La Presa Aguamilpa —
Solidaridad es depdsito de parte del sistema lidimd Santiago-Aguamilpa y Huaynamota,
ocupa aproximadamente 60 km a lo largo del Rioi&mty 25 km a lo largo del Rio
Huaynamota (Arangurét al., 2011). La Presa Miguel Hidalgo, al igual que lsedRr
Aguamilpa — Solidaridad, esta considerada comoderias 100 Presas mas grandes del pais y
se usa principalmente para la generacion de enelggaica e irrigacion, lo cual es de vital
importancia, ya que el Estado de Sinaloa es el dgomvocacion agricola en el pais
(SAGARPA, 2011). En resumen, los sitios presentascargas y escorrentia de fuentes

domesticas, agricolas e industriales.

2.1 Los Rios Santiago y Verde

El Rio Santiago inicia su escurrimiento en la padeeste del Lago de Chapala, a unos
4 km del suroeste de Ocotlan, Jalisco y fluye 4rbhasta su desembocadura en el Océano

Pacifico, cerca de San Blas, Nayarit. En su traastehEl Salto, recibe diversas descargas de
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aguas residuales sin tratamiento, tanto indussriatmo municipales (McCullingket al.,
2007).

Las industrias que descargan al Bantiago antes de la cascada de Juanacatlan estan
ubicadas principalmente en tres zonas: la ciuda@atglan, el corredor industrial que inicia
en el parque industrial Guadalajara y continGalarigo de la carretera a El Salto y La Capilla,
y el corredor instalado a lo largo del Anillo périto sur de la ZMG. De acuerdo al inventario
de descargas en el estado de Jalisco de la GelRegianal de la CONAGUA, existen 280
descargas identificadas, de las cuales, 266 vistsraguas en el Rio Santiago. El 36.5 % de
este flujo lo aporta la industria Quimio-Farmaceéaitile siguen la industria de alimentos y
bebidas con un 15 % y la textil con 12.3 %, despuésen las de celulosa (papel) y la
tequilera. Solo en la cuenca El Ahogado que dremaite sur de la ZMG, especificamente de
los municipios de Tlaquepaque, Tonal4, El Saltajohhulco de Zafiga y Zapopan, existen
mas de diez parques y zonas industriales, de éstaancuenca, el Rio Santiago es receptor de
un aproximado de 850 l/seg de aguas municipaletasrprovenientes de la zona sur de la

ZMG que llegan via los canales de El Ahogado y yorS8eco (McCullingtet al.,2007).

Los giros mas importantes de estas industrias IsQuienico-Farmacéutico, alimentos
y bebidas, minerales no metalicos, metalmecaniga&atrico y electronica. Las industrias con
aportes mas significativos de agua residual inclu@elanese Mexicana, Ciba Especialidades
Quimicas, IBM de México, Compaiia Nestlé, Industr@cotlan y Harinera de Maiz de
Jalisco. Una causa mas de la contaminacion deBRibiago son los lodos de las plantas de
tratamiento de industriales que se vierten denglocdrcamo de bombeo del Sistema de
Alcantarillado y Agua Potable de Jalisco (SIAPA)larcolonia de la Huizachera, municipio
de El Salto en el afluente del canal Las Pintadtifigado, que trae asimismo las aguas del
drenaje de la ZMG (McCullinght al.,2007).

El Rio Verde nace en el Estado de Zacatecas y todpeel Estado de Aguascalientes.
Se origina en el estado de Zacatecas donde sedalkskr parte mas elevada de su cuenca y se
le conoce como Rio San Pedro, cruza Aguascalietdade cambia su nombre por Rio
Aguascalientes hasta su confluencia con el Rio $,adgsde donde adquiere el nombre de Rio
Verde, y atraviesa parte de Jalisco hasta su @ndfla con el Rio Santiago. En Jalisco,

presenta algunas contaminaciones puntuales praodesiele poblaciones de la zona de los
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Altos, en especial de Encarnacion de Diaz, TeabaltiYahualica, San Miguel el Alto, San
Julidn y Villa Hidalgo entre otros, pero en gengredsenta una buena calidad de agua y

pueden darsele varios usos (Guzretal.,2009).

Actualmente no existe un registro de los indicesalelad del agua del Rio Verde y
sus afluentes. En el Cuadro 3 se presentan los Hasta 1995 (SEDEUR, 2010):

Cuadro 3. indice de Calidad del Agua (ICA) de los fluentes de la cuenca del Rio Verde

Corriente Periodo | ICA | Condicién
R. Verde 80’s | 50-60| No apta para consumo humano
R. Lagos 90-95 45 | Contaminado, sin uso agricola

R. San Pedro 86-95 | 30-45| Contaminado, sin uso agricola
R. Niagara 90-95 | 38-45| Contaminado, sin uso agricola
R. Calvillo 85-95 | 20-50 | De levemente a contaminado

La contaminacion de esta corriente no solo es abl@ma ecoldgico, sino también un
problema serio de abasto a la Region centro, dg@euente a la ZMG, el aprovechamiento
de las aguas de esta cuenca representa una dielasitevas de abastecimiento de agua
potable para la ZMG (SEDEUR, 2010).

2.2 Presas Miguel Hidalgo y Aguamilpa — Solidaridad

Sinaloa es uno de los catorce estados donde sa @B0% de los plaguicidas usados
en el pais. La Presa Miguel Hidalgo (El Mahonegmseuentra ubicada en el Municipio de El
Fuerte, en dicho estado. EI uso que se le da mslapageneracion de energia eléctrica e
irrigaciéon. Actualmente no existen en la literatastudios o reportes sobre el estado en que se
encuentra dicho embalse, aunque la CONAGUA repguia la estacion de monitoreo de
calidad del agua en el municipio de Ahome, sobr®iel Fuerte, aguas abajo de la Presa
Miguel Hidalgo, presenta una calidad del agua extel segun los indicadores de Sodlidos
Suspendidos Totales y DB@ara el afio 2009 (CONAGUA, 2011).

Un monitoreo del Organismo de Cuenca Pacifico Ndetéa CONAGUA muestra los
datos del indice de Calidad del Agua de 1994 a 2D@Vante este periodo las dos estaciones
de monitoreo ubicadas en el Rio Fuerte (San Migapbtitlan e Higuera de Zaragoza, ambas
aguas abajo de la Presa Miguel Hidalgo) presentalCA de 65.4 y 66.9, respectivamente,

considerandose como apta para cualquier uso. Cabeionar que los parametros para

Pagina 30



USO DE BIOMARCADORES EN PECES COMO HERRAMIENTA PAR&/ALUAR LA EXPOSICION Y
EFECTO DE CONTAMINANTES AMBIENTALES EN CUERPOS DEGUA

calcular este indice son: Oxigeno disuelto, pH, dDatividad eléctrica, Nitratos, DBO
Fosfatos, Nitrogeno Amoniacal, Bacterias Coliformiegales y Fecales, Cloruros, Dureza
Total, Grasas y Aceites, Sélidos Disueltos Totalesbiedad, Detergentes, Alcalinidad Total,

Color y Sélidos Suspendidos Totales.

Estos datos difieren de los presentados por ArasdoR (2005), quien menciona que
las cuencas de Culiacéan y El Fuerte reciben el 88%el total de descargas contaminantes de
la region Pacifico Norte, y que la contaminaciom plaguicidas, conducida por practicas
ineficientes de irrigacion, es el principal probgede contaminacion quimica que enfrentan las
cuencas de los rios Colorado, Yaqui, Mayo, El Eye8inaloa Culiacan y San Pedro

Mezquital.

La Presa Aguamilpa - Solidaridad se encuentra 305aguas abajo de la ciudad de
Guadalajara. Este deposito es parte del sistemaoldgico Santiago-Aguamilpa vy
Huaynamota y ocupa aproximadamente 60 km a lo ldefjdrio Santiago y 25 km a lo largo
del Rio Huaynamota. Esta Presa fue construida €fi8® y 1994 principalmente para
satisfacer la creciente demanda de generacionetgiareléctrica y control de inundaciones,
riego y adicionalmente para la pesca. En particlar estudios relacionados con la calidad
del agua de la Presa Aguamilpa — Solidaridad sorentes (Rangel-Perazg al., 2009).
Asimismo se debe considerar que el Rio Santiag@agie natural del Lago de Chapala, en el
transcurso de su cauce es represado por el conmidiepeléctrico Aguamilpa y que dicho Rio
es utilizado como vertedero de desechos urbanodcods, mineros e industriales
provenientes principalmente de la Ciudad de Gugdalay asentamientos riberefios del
mismo, por lo que el estado de contaminacién deagums se puede considerar grave
(Aranguréet al.,2011).

En estudios realizados en la Presa Aguamilpa @0@&1, en sedimentos superficiales
colectados en los periodos de secas y lluviasnsengraron contenidos promedio de 14.12 y
13.19 pg.g de arsénico respectivamente, superiores a 5.9%vglgr guia reportado por
CCME (Canadian Council of Ministers of the Enviraemt) para sedimentos de agua dulce.
En cambio el material terrigeno aledafio a la Pedsapntenido promedio fue de 14.95 iy.g
de arsénico. Registrandose en ambos casos lasnt@uienes mas altas en las estaciones de

muestreo mas cercanas a la cortina. También se@eahrsénico en los peces tilapia, lobina,
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bagre, carpa y palacha (ug.peso seco) en musculo de dichos peces colectadmn&os de
acopio y jaulas de la Presa, encontrando que Ueiti@ma tilapia de jaulas colectada en la
época seca presento un contenido superior a laandenta FDA aplicable a animales tratados

con medicamentos veterinarios (Zambrahal.,2011) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Contenido de As en Peces de la Presa Aguifpa - Solidaridad.

Pez Secas Lluvias
Lobina 0.19ug.g° 0.13ug.g"
Tilapia de centros de acopio ND o_egpg_gl
Tilapia de jaulas 1.92ug.g>  0.43ug.g*
Carpa 0.44p0.g° 0.22pg.g
Palacha No colectadao_19ug.g'1
Bagre No colectada0.13pg.g"

Un andlisis de la calidad del agua reportado poigBlaPerazat al.,(2009) indica que
la Presa tiene una productividad primaria relateata alta y que presenta un proceso de
eutrofizacion de acuerdo a los valores de concdttrade algas verde-azules en aguas
superficiales. Este proceso de eutrofizacién, eapli los autores, puede deberse al
enriguecimiento de nutrientes en el sistema, lapéeaturas relativamente calidas, intrinsecas
a la region tropical donde se encuentra el embbbge, turbulencia en las capas inferiores y
los patrones de circulacidn estables. Resultadoscid@s encontré Garcia-Cabrera (2007)
quien reporta que esta presa presenta una contaérinde tipo organico donde los géneros
Scenedesmus, Oscillatornia Alaucoseira crenulataesultaron indicadores de la calidad del
agua en las condiciones fisicoquimicas imperantesnte el periodo de cinco afios de
monitoreo en la zona. El embalse mostré una temaldracia la eutrofia. La comunidad de
fitoplancton no cambid sustancialmente en esteogery el zooplancton se presento en baja

densidad.

Otro grupo de contaminantes de interés que estseme en esta Presa son los
plaguicidas organoclorados, Arangetéal., (2011) reportan catorce compuestos de este tipo
en sedimentos de la Presa, entre los que destadaim,eendosulfan lg. -HCH, p,p"-DDE,
aldrin, p,p"-DDD y endrin aldehido y once compuesto peces, entre los que destacan

endrin, endosulfan I, aldrin, dieldrin, endosulfayp  —HCH, concluyendo que la presencia
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de plaguicidas organoclorados y sus metabolitodgruser un indicador de uso extensivo de

estos compuestos téxicos y al mismo tiempo unoipsga la salud.

CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Entre los efectos letales y no letales causadotapgmesencia de mezclas complejas de
contaminantes en el agua, hay trastornos de ldidad; asi como cambios celulares,
metabdlicos y dafio al ADN. Detectar todo el unigetle sustancias presentes en el agua en
paises como México es complicado debido a limiteesaécnicas y econdmicas. Estos hechos
subrayan la importancia de contar con una bateribi@marcadores que permitan evaluar el

estado en que se encuentran los cuerpos de adleda(® al, 2007).

Los organismos acuaticos, como los peces, puedsambay estos compuestos del agua
a través de las branquias y mediante la ingest®sediimentos o alimentos contaminados
(Reis-Henriqueet al., 2009), por lo que son un biomonitor sensible paauar la toxicidad

ambiental en ambientes acuaticos (Hafez, 2009; Ahenal.,2011).

En afios recientes las técnicas de analisis coromales para detectar contaminantes
ambientales en agua y sedimentos incluyen croneftadiquida o de gas, espectrometria de
masa y espectrometria de termo-rociado, sin embestgs métodos son caros y tardados y
requieren pretratamiento de muestras y técnicamatite calificadas, ademas de que estos
métodos no predicen la toxicidad de mezclas de uesips (Cakadt al.,2010; Bolognesi y
Hayashi, 2011). Las herramientas convencionales pemitoreo ambiental pueden evaluar
los niveles de contaminantes y el estado de sahleatal, pero no la interrelacion entre
ambos, mientras que el uso de biomarcadores petat@onar causa y efecto (Boebal.,
2007), y puede revelar respuestas tempranas & asgtiental (Bolognesi y Hayashi, 2011).

CAPITULO 4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

El registro de biomarcadores de efecto en p&reschromissp de los Rios Verde y
Santiago, asi como las Presas Miguel Hidalgo y Adlpa - Solidaridad estan alterados por la

presencia de contaminantes provenientes de desadwgeésticas, agricolas e industriales.
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4.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de contaminantes ambientales emesp Tilapia Qreochromissp)
mediante el uso de biomarcadores en dos tipos eipas de agua (Rios y Presas): el Rio
Santiago y Verde en el Estado de Jalisco y lasaBrglsguel Hidalgo en el Estado de Sinaloa

y Aguamilpa — Solidaridad en el Estado de Nayarit.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Evaluar la exposicion a compuestos que alteraniseénsa endocrino mediante la

cuantificacion de vitelogenina en plasma de peces.
» Evaluar la exposicion a agentes genotoxicos meglidiat cuantificacion de
micronucleos (MN) y fragmentacion del ADN medidamm ensayo cometa en

eritrocitos en peces.

CAPITULO 5. METODOLOGIA

5.1 Area de estudio
La cuenca Lerma-Chapala-Santiago tiene el desariodlustrial y demografico mas

importante del Estado de Jalisco, en ella se asiantportantes corredores industriales de los
mas diversos giros (McCullingat al., 2007). Las Presas Miguel Hidalgo y Aguamilpa —
Solidaridad se localizan en el Estado de Sinalbiayarit respectivamente. Estas presas son

embalses destinados a la generacion de energiacalgcal riego agricola (Figura 4).

Se seleccionaron cinco sitios de estudio (Figuradd$ de ellos en el Rio Santiago
(Arcediano y EIl Salto), uno en el Rio Verde (Purga), y dos Presas, la Presa Miguel
Hidalgo en el Estado de Sinaloa y la Presa Aguan8iplidaridad en Nayarit. Los dos
primeros sitios se caracterizan por recibir dessamgdustriales y domésticas de la ZMG. En
el sitio Purgatorio no se observaron fuentes plegude descarga industrial (Figura 5); y las
Presas, Miguel Hidalgo (Figura 6) y Aguamilpa —i&aiidad (Figura 7) son embalses

destinados a la generacion de energia eléctricyadion.
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Figura 4. Sitios de estudio. La eleccién de estasias responde a diferentes caracteristicas de cadmo de

ellos: la Presa Miguel Hidalgo recibe escorrentia gaicola, la Presa Aguamilpa es depodsito del Rio
Santiago, y los Rios Santiago y Verde reciben desgas industriales y domésticas.

En la Figura 5 se muestra la ubicacion de losssd®muestreo en los Rios Santiago y
Verde y la ZMG. Los tres sitios estudiados se emitar dentro de los limites del estado de

Jalisco. En las Figuras 6 y 7 se observan ademdsdacion de las Presas estudiadas.
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Figura 5. Sitios de muestreo en los Rios Santiagd/grde. El sitio de Arcediano y El Salto perteneceal

Rio Santiago, Purgatorio pertenece al Rio Verde.

108:200°W
1

267300°N

Tem-sem

Sinaloa

T
108 300°W

wipems  Presa Miguel Hidalgo i
Leyenda
[ Limite Estatal
I irea urbana
[0 Presa
Corriente superficial
=== Carretera pavimentada
— - Camino de terraceria

Leyenda

[ Limite Estatal
[0 Area urbana
—

Elabard: MC. Beatriz E Arreala Mtz: Ing. Hugo Medina Garza
Fuente: INEGI. 2000

Figura 6. Presa Miguel Hidalgo, Estado de Sinalo&ste embalse es receptor de escorrentia agricola.
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Figura 7. Presa Aguamilpa - Solidaridad, Estado d&layarit. Este embalse es receptor del Rio Santiago
Rio Huaynamota.

5.2 Biomarcadores de efecto

5.2.1 Vitelogenina

El analisis para este biomarcador se hizo en nasesle sangre las cuales se
obtuvieron por puncion cardiaca con jeringa hepaada. La sangre fue transferida a un tubo
heparinizado y se centrifugé a 2,000 rpm por 10ubois para la obtencidon del plasma, el cual
se colecté cuidadosamente con una pipeta pasteeitnansfirid a un criotubo. Las muestras

de plasma se conservaron en nitrogeno liquido kastaslado al laboratorio.

La Vitelogenina se determind mediante el métodoAddlace y Jared (1968). Una
alicuota de 10 pL de plasma se traté con 500 pAaiso Tricloroacético (TCA) al 20% para
precipitar las proteinas. La mezcla se agité usamdwoortex y se centrifugd a 4500 rpm
durante 7 minutos. El precipitado formado se lamd TCA al 20% y con otros solventes en el
siguiente orden: etanol (se incubd por 10 minut®@ &C), éter-etanol-cloroformo (2:2:1),
acetona y éter. Posteriormente el precipitado égenstituido en 500 puL de 2N NaOH y se

incubd a 100°C por 20 minutos. Las muestras fuasutralizadas por la adicion de 500 pyL de
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2N HCI. En el sobrenadante se determiné por cokdrila fésforo proteico mediante reaccion
con molibdato acido y reductor de Fiske y SubbavRmr 10 min. Las lecturas de
absorbancia del sobrenadante se realizaron enpactesfotometro UV- Visible (BIOMATE

3S) a una de 660 nm. Todos los andlisis se realizaron faicado.

5.2.2 Micronucleos
La prueba de MN se realizé siguiendo la metodolatgaHeadle (1973) y Scmid

(1975) con ligeras modificaciones. Una gota de samdtenida por puncidén cardiaca con
jeringa heparinizada fue colocada sobre un portdabjpreviamente etiqguetado, se realizd un
barrido y se dejo secar a temperatura ambiente2pohoras. Posteriormente fij6 con
metanol durante 5 minutos, e inmediatamente desggB86 corGiemsapor 40 minutos. Las
laminillas se lavaron con agua corriente cuidanel@uae no le cayera agua directamente y se
llevaron al microscopio. Se utiliz6 un microscopiptico (Nikon Eclipse E400) y se
observaron a una magnificacion de 1000X, se cdigaton un total de 3,000 células por pez

y se reportaron como MN/1000.

En campo se realizé el frotis de la sangre de iHElaf®reochromis sp), y

posteriormente en el laboratorio se continlo caestb del analisis.

Para el conteo de MN se sigui6 el criterio desqrdo Fenecl{2003): el diametro del
MN debe ser menor a un tercio del nucleo princigdl,MN debe estar separado o
marginalmente solapado del nucleo principal siergpreando sea clara la identificacion de la

frontera nuclear, el MN debe tener una tincion ksimal nacleo principal.

5.2.3 Ensayo cometa
El ensayo cometa se realizé de acuerdo a lo refmonpar Gonzalez-Milleet al.,

(2010). Una alicuota de 5 pL de sangre completadiiuéda en 240 pL de agarosa de bajo
punto de fusion (37°C). Las laminillas fueron prgypkas usando 15 pL de suspension celular
y 225 pL de agarosa bajo punto de fusion en una pagp-elaborada de agarosa regular al
0.5%. Posteriormente las laminillas fueron inculsagla una solucién de lisis [(compuesta de
10 mM Tris-HCI, 2.5 M NaCl, y 100 mM de EDTA, 0.2 & NaOH, ajustada a pH 10) a la
cual se le afiadiéo 10 % de DMSO y 1% Triton X-10@arde usarse] por una semana en

obscuridad a 4 a 8°C. Después de la incubaciénamamillas fueron colocadas en un buffer
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alcalino (NaOH 10 N y EDTA 200 mM, ajustado a urc{id) por 5 minutos para desenrollar
el ADN. Inmediatamente se realizé una electrofsrésirizontal por 10 minutos a 25 V' y 300
mA, posteriormente se neutralizaron con Tris 0.4 7.5) y se fijaron con etanol. Las
laminillas se tifieron con 20 pL de bromuro de etigD.05 mM) para su observacion en un
microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse E400ha magnificacion de 200X. Se midi6 el
momento de la cola del cometa (olive tail mom&mM por sus siglas en inglés) y la longitud
de la cola del cometa (tail length, TL por susasgtn inglés) de 100 células (50 de la muestra
y 50 de la réplica) por individuo con un softwaralézador de imagenes (Komet 4.0, Kinetic

Imaging Ltd., Liverpool, UK).

Esta prueba se realiz6 en campo hasta la partecddacion de las laminillas en
solucion de lisis. Posteriormente en el laborategocontinlio con el desenrollamiento del

ADN vy la electroforesis.

Se presenta el OTM y el TL debido a que han mostsad los parametros mas Utiles
para evaluar el dafio al ADN (Olive and Banéth, 2@@6narevelet al.,2009) y para facilitar
la comparacion con otros estudios. Las difereneragl dafio al ADN fueron evaluadas con
una prueba de Kruskall-Wallis a un nivel de siguaificia estadistica de p<0.05 con el
software STATISTICA 8.0.

Los peces fueron capturados con artes de pesceidread empleando la red conocida
como atarraya, esto se realizo con ayuda de pessade la zona.

5.3 Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados estadisticameasrela prueba no paramétrica de

Kruskall-Wallis. El nivel de significancia utilizadfue de 0.05 a dos colas. Todos los analisis
se realizaron con el software STATISTICA 8.0.

Adicionalmente se presentan los datos de Arsémisp €n agua y sedimento, ya que
este elemento es conocido por sus efectos genotddn peces, para asociarlos con los
biomarcadores de MN y ensayo cometa mediante uneb@rde independencia de Chi
cuadrado X?). Los datos fueron proporcionados por el Laboratde Toxicologia Ambiental
y se generaron durante un monitoreo ambiental dieva cabo de manera paralela a este

estudio. El anélisis d&” de independencia nos permite determinar si daabtas categoéricas
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estan asociadas. Se realizé mediante una tablardiegencia de 5 X 3y 4 X 4 para MN y
ensayo cometa respectivamente. Se categoriz6 darmm@ de MN como: ausencia de MN (0
MN/1000), presencia (0.33 MN/1000) y presencia madi (>0.66 MN/1000); y en el caso
del ensayo cometa la categorizacion se realizo d®lta longitud de la cola de la siguiente
manera: sin dafio (TL 0-2 um), dafo leve (TL 3-5 jalafio moderado (TL 6-8 um) y dafo

alto (TL >9 um). La categorizacion se realizé denema arbitraria.

CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los tres biomarcadores analizados presentan dige@mportamiento en todos los
sitios, es decir, mientras uno puede presentargeetewado en cierto sitio, para ese mismo
sitio otro biomarcador estd muy por debajo delordst que puede ser explicado porque cada
uno de estos responde a diferente tipo de contatesiado que nos lleva a concluir que cada
sitio recibe diferentes contaminantes 0 diferem@stidades de contaminantes o diferentes
formas quimicas de un contaminante. Pero indepetesicente de esto, los biomarcadores
utilizados evidencian que hay dafio en el organisraosado por contaminantes presentes en

los cuerpos de agua.

A continuacion los resultados seran descritos pada biomarcador.

6.1 Vitelogenina
La vitelogenina es una proteina especifica dédasbras, por lo que su presencia en

machos y juveniles es indicadora de exposicioneamtag con capacidad de alterar el sistema
endocrino. Cuando las hembras se exponen a disegpémdocrinos también aumentan los
valores de vitelogenina (Munkittrickt al, 1991; McMastert al, 1991; Arcand-Hoy y
Benson, 1997).

En estudios para especies silvestres no es pagibleolar algunas variables, una de
ellas es el sexo de los organismos, por lo que pst& tipo de estudios se utilizan tanto
machos como hembras. Tomando en cuenta que eitidesde estudio los peces tanto machos
como hembras estan expuestos a los mismos contaesnaque las hembras igualmente ven
alterada su homeostasis hormonal al exponerserapttises endocrinos (Munkittrick et al,
1991; McMaster et al, 1991; Arcand-Hoy y Bensor§7)%e decidio hacer en analisis de este
biomarcador a ambos sexos.
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La exposicion a contaminantes ambientales conidatiestrogénica pueden inducir la
produccién de esta proteina especifica de las s peces. Diferentes técnicas han sido
usadas para determinar los niveles de vitelogasminalasma como biomarcador de exposicion
a compuestos con actividad estrogénica. En esteliesse utilizd la técnica indirecta de
fosforo labil en medio alcalino como una alternatanalitica tanto para detectar este tipo de
compuestos en matrices ambientales, como para décidre de la proteina por medio de
anticuerpos en matrices bioldgicas.

En el sitio de muestreo de la Presa Aguamilpa +d&udad, no fue posible hacer el
analisis para este biomarcador, esto debido aapupdces que se colectaron y el volumen de
sangre obtenido de ellos fueron insuficientes.

Para este biomarcador no se cuenta con un estdad&ferencia. Para resolver esta
limitacion se procedié a preparar un control imbede validacion del método (CDI). El
control se preparé de una muestra compuesta denglde peces obtenidos del Lago de
Chapala al que se le midio el contenido de viteloge (con el método descrito en la seccion
demetodologia) por una semana, posteriormente se@bita media de todas las mediciones
con un valor de 199.57 mg/L y la desviacién estag@alas mismas con un valor de 64.45.
Con cada lote de muestras se corria un CDI, sslltado de este era mayor o menor a la

media * 1 desviacion estandar, todo el lote de trageanalizadas se repetia.

Las concentraciones de vitelogenina por sitio sestnan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Concentraciones de vitelogenina en plasnie peces de los sitios de estudio. Los valores
representan medias + Desviacion Estandar.

Especie Sitio Vitelogenina (mg/L)*
Oreochromissp | Arcediano | 179.611 +92.83
Purgatorio | 167.90 + 46.90

El Salto 343.99 +21.19

M. Hidalgo | 238.50 + 304.54

*Valores representan medias + desviacion estandar

En el Cuadro 5 y Figura 8 se puede observar quevdtises entre Arcediano y
Purgatorio son similares, esto a pesar de ses $igotenecientes a diferentes corrientes. Esto
se le puede atribuir a la cercania de lo puntanwestreo (Figura 5), que hace que los peces

se expongan al mismo tipo y concentracion de cantartes. El Salto por otra parte,
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pertenece a la corriente del Rio Santiago, peribeeana mayor cantidad de descargas
industriales, las cuales, a juzgar por el valovitldogenina, presentan un mayor potencial de

alterador endocrino.
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Figura 8. Valores de vitelogenina en peces de lafias de estudio. Las cajas representan la medianalos
percentiles 25 y 75. Las barras representan valoreminimos y maximos El analisis estadistico muestra
diferencia significativa (p<0.05).

La Presa Miguel Hidalgo presenta valores de Viehaga similares a los valores
medios de Arcediano y Purgatorio. En este embalsserpudo identificar un fuente puntual
de contaminantes estrogénicos como la del Rio &pmtipor lo que el origen de dichos
toxicos puede provenir de escorrentia agricola calgentes que alimentan dicho embalse,
esto porque como se menciono en los antecedertssiase encuentra ubicada en un Estado
de la Republica Mexicana en donde se aplica el 86%os plaguicidas usados en el Pais,
sustancias que se sabe que son disruptores erwociih analisis estadistico muestra

diferencias significativas entre los sitios (KW-H.6.019, p=0.0184) (Figura 9).

Los resultados de Arcediano, Purgatorio y Miguedatjo se encuentran dentro de los
niveles reportados por Verslycke al (2002) paraOncorhynchus mykissxpuestos a 1 y 10
ng/L de etinilestradiol (EE2) por 14 dias. Con exip de los organismos estudiados en El
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Salto, los datos son similares a los observadasrgamismosexpuestos a 100 ng/L de EE2
durantesiete dias reportados por los mismos autores (medidmo fésforo labil en medio
alcalino). El EE2 es el principal componente actiedas pildoras anticonceptivas, también es
usado en las terapias de reemplazamiento estraggmic el tratamiento del cancer de pecho,
este compuesto es mas resistente a la degradaadlog)estrégenos naturales (Verslyeke
al., 2002; Oropesa, 2008). Efluentes de plantas dentratdéo de aguas residuales de origen
doméstico que descargan en rios BritAnicos comtieme rango entre 0.2 y 7 ng/L EE2
(Desbrow et al., 1998), mientras que en sedimentos de rios de WatalEspafia) las
concentraciones estan el orden de 22.8 ng/g de gasm (LOpez de Aldat al., 2002).
Pawloskiet al (2004) reportan que organismos de la espeicireephales promelasxpuestos a
10 y 100 ng/L de EE2 muestran valores de ~100 pgielvitelogenina, esta proteina fue
medida directamente por la técnica de anticuerpos.

Los valores obtenidos en los organismos de logssite estudio muestran claramente
gue podrian estar expuestos a compuestos con dagate alterar el sistema endocrino. Las
posibles fuentes de estos alteradores endocrimasigmsitios de Arcediano, Purgatorio y El
Salto pueden ser las descargas directas de agudisales de la ZMG, ya que aunque no hay
estudios al respecto, es probable que estas aggmasncontengan trazas de disruptores
endocrinos procedentes del metabolismo de algmosatos (pildoras anticonceptivas), 6 de
la inadecuada disposicion de los residuos por pdetelas industrias. Otra fuente de

contaminacion son los lodos de plantas de tratdmien

Elevadas concentraciones de vitelogenina han sgpwmrtados en pecesacho
expuestos a efluentes de plantas de tratamientagdas residuales y a aguas residuales
(Hashimotoet al., 2000; Tyleret al., 2008). Los estrogenos son vitales para el desarroll
reproductivo, y una alteracion en los niveles ndeside circulacion de hormonas podria tener

serias implicaciones para futuros sucesos repriviigcfHarriesget al.,1996).

6.2 Micronucleos
Los efectos genotoxicos son a menudo los primeigsos relacionados con la
contaminacion del ambiente (Sattal.,2009).
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El bazo es un 6rgano abdominal que suele ser Uaigugue en ocasiones pueden
encontrarse dos o mas bazos menores. Estd comppestan sistema de elipsoides
esplénicos, Centros Melano Macréfagos (CMM) vy tejichfoide que en la mayoria de las
especies aparece organizado formando cumulos dtredie los otros dos componentes
(Olabuenaga, 2000).

Los elipsoides son capilares de paredes gruesasecaleren en la pulpa y que resultan
de la division de las arteriolas esplénicas. Enpsusdes aparecen macréfagos que participan
activamente en la fagocitosis de antigenos, ganerdé bajo la forma de complejos antigeno-
anticuerpo o de productos metabdlicos, material ppexle ser retenido grandes periodos de
tiempo y jugar un papel importante en el fenbmeaongmoria inmune. Después de esta
captacion inicial, el material es transferido a ©8IMs dentro de los macréfagos. Estos
compartimientos son los principales filtradores ditema vascular capaces de eliminar

antigenos circulantes y células sanguineas delaitéEspenest al, 1995).

Los CMM son acumulaciones de de células pigmentgdagueden encontrarse en el
parénquima de 6rganos como el higado, el riidhbgzo de peces (Fourreg¢ al.,2001). Los

pigmentos que contienen son: melanina, hemosidegripafuscina.

En general, los CMM permiten el almacenamiento,cl@e y detoxicacion de
desechos celulares y sustancias exdgenas, pokelongatienen libre de estos compuestos a
los organismos, ademas de que son puntos de ageldsistema inmune en contra de los
microorganismos patdégenos (Agius y Roberts, 20D8pido a esto, una disminucion en la
densidad numérica de los eritrocitos implica urfec@acia en la respuesta inmunoldgica, asi
como una alteracion de los procesos metabdlicosadel.

Al encontrarse en el bazo la mayor cantidad de CMN4, afectacion de este 6rgano se
traduciria en un incremento de células dafiadad &mrente sanguineo en los peces, lo que

podria verse reflejado en un incremento de cémiasnucleadas.

Los resultados de micronuicleos muestran que losspee todos los sitos estudiados
muestran una frecuencia de MN/1000 dentro del rategoalores basales reportados en la

literatura (Cuadro 6). Ciertas especies de pecedguudesarrollar una cinética de eliminacion
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de células o el desarrollo de mecanismos adapsatieéotolerancia a estrés quimico que
promueve un incremento en la tasa de reposici@élias muertas o dafiadas para mantener
condiciones normales fisiolégicas o de inhibici@la division nuclear que se requiere para la
expresion de MN (Bolognesi y Hayasi, 2011), adedgégue algunos autores reportan que la
prueba de MN tiene baja sensibilidad (Montegtaal.,2011) lo que podria estar relacionado
con una baja ocurrencia de células micronucleadasees.

Cuadro 6. Frecuencia de MN en peces de los sitios astudio. Los valores representan medias +
Desviacion estandar.

Especie Sitio Frecuencia

Oreochromissp  Arcediano* 0.400 +0.43
Purgatorio* 0.100 +0.16
El Salto* 0.066 £0.14
Miguel Hidalgo** 0.305 +0.50

Aguamilpa — Solidaridad*** 0.083 + 0.16
*n=10 peces por sitio **n=12 peces ***n=4 peces
*Frecuencia reportada como medidesviacion estanc

Las frecuencias de MN pueden variar de acuerdp@lde contaminante involucrado,
a la estacion y a la especie de pez (Yadav y Tiri2@®9). El andlisis estadistico no muestra

diferencia significativa entre los sitios (p=0.1y@sigura 9).
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Figura 9. Frecuencia de MN en peces de cada sitistediado. A pesar de no haber diferencia significata

entre los sitios, la Presa M. Hidalgo presenta losalores maximos de frecuencia de MN. Las cajas

representan la mediana y los percentiles 25 y 75a& barras representan valores minimos y maximos El
analisis estadistico no muestra diferencia signifadiva (p>0.05).

6.3 Ensayo cometa
El ensayo cometa es una técnica Util para el maatae la genotoxicidaoh situ

(Osmaret al.,2012)

Este biomarcador solo fue posible analizarse etrcui los cinco sitios de estudio
(debido al volumen de sangre obtenido de los osgaws muestreados y al nimero de
organismos de la Presa Aguamilpa — Solidaridaduegosible obtener muestra para realizar

este analisis).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados del ersapeta de los sitios de estudio.
Se analizaron diez peces en Arcediano, seis erafeuiq siete en El Salto y ocho en la Presa

Miguel Hidalgo, todos especies del géné&reochromissp.

Los organismos colectados en Purgatorio (Rio VgyteEgentan valores mas altos tanto
de TL como de OTM que Arcediano y El Salto (Riot&ao). La diferencia se puede deber,

entre otras cosas, a la concentracion de As radestn cada uno de los sitios de estudio tanto
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en agua como en sedimento, la cual fue mayor egaRuio que en Arcediano y El Salto
(Cuadros 7 y 8), lo cual coincide con Ahmet al (2011), quienes reportan potencial
genotoxico del As (como NaAsPmidiendo dafio al ADN (medido con ensayo cometa) e

branquias, higado y sangre@es=ochromis mossambicus.

Para el caso de la Presa Miguel Hidalgo, el TL @ €M son mayores que en el resto

de los sitios, lo que nos indica que estan masestps a contaminantes genotéxicos.

Cuadro 7. OTM, TL y As en agua Yy sedimento de lost®s de los sitios de estudio. Los valores de OT
TL representan medias + SD. Los valores de As repsentan medias + Desviacién estandar.

Especie Sitio OTM*** TLx** As agua As sedimento
(na/L) (mg/L)
Oreochromis | Arcediano* 0.780 £ 0.313 7.181 + 0.986 9.9+3.0 4.363
sp Purgatorio** 1.421 £ 0.835 9.368 = 2.467 20.715.0 .3483..745
El Saltd 1.290 £ 0.315 7.993 £ 0.452 5.7+0.4 8.6524+2.957
Miguel Hidalgd™ | 3.482 +2.22 13.033+£3.029  ----mmeeeeem -

*n = 10 peces **n = 6 pecén = 7 peces’n = 8 peces
***| 0s valores representan medias + Desviacion resaa

El andlisis estadistico muestra diferencia estadistignificativa (p<0.05) entre los
sitios en el TL (Figura 10). Los valores de TL decédiano y El Salto son inferiores a los
reportados por Gonzalez-Millet al (2010) paraMugil cephalus, Centropomus parallelus,
Oreochromissp yAriopolis felisen una zona de Coatzacoalcos, caracterizada pitaunivel
de industrializacibn y complejos petroquimicos, més de desarrollarse actividades
productivas como la agricultura; la longitud declala del cometa de los organismos de
Purgatorio es similar Ariopsis felis(9.26 pm) yCentropomus parallelué®.4 pm) del mismo
estudio, mientras que los peces de la Presa Migdigllgo presentan valores superiores a
Mugil cephalusy Oreochromissp (11.6 um y 11.9 um respectivamente), especies qu
mostraban mayor nivel de dafio. Asi como por debejdos reportados por Fasudt al.,
(2010) enCoris julisen una zona caracterizada por una fuerte indugacabn, urbanizacion
densa y trafico de buques cisterna que transppg#anileo crudo y refinado de las refinerias
localizadas en este sitio (Milazzo, Italia).

Los valores reportados por Yaeg al., (2006) en peceAmeiurus nebulosude tres
sitios contaminadosn EUA (Rio Cuyahoga, con sedimentos contaminadosPAHs; Rio
Ashtabula, que en la actualidad presenta sedimerdotaminados con PAHSs, bifenilos

policlorados, bencenos clorados, otros productasnigas organicos, metales pesados y

Pagina 47



USO DE BIOMARCADORES EN PECES COMO HERRAMIENTA PAR&/ALUAR LA EXPOSICION Y
EFECTO DE CONTAMINANTES AMBIENTALES EN CUERPOS DEGUA

radionuclidos; y estanque Ashumet, contaminada trmhoroetileno y otros solventes)

también superan los encontrados en este estudio.

El que los organismos de los sitios de estudiogmtes menor nivel de dafio que los
peces evaluados por los autores citados anteritemepnede deberse a diferencias
interespecificas que presentan las especies ewaluga que diferencias interespecificas en la
capacidad de metabolizar compuestos contribuyeeaedcias en la respuesta toxica entre
especies (Hatch y Burton, 1999), y a que los siéauados por dichos autores presentan

niveles de contaminantes genotoxicos, que se megntien parrafos anteriores.
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Figura 10. Longitud Longitud de la cola del comet4TL) de los peces de los sitios de estudio. La mada y
los valores maximos de la Presa Miguel Hidalgo soayores al resto de los sitios, lo que nos indica yax
cantidad de contaminates genotoxicos en ese embalsas cajas representan la mediana y los percentie
25 y 75. Las barras representan valores minimos y arimos El andlisis estadistico muestra diferencia
significativa.

En el caso del OTM, el analisis estadistico indlifarencia estadistica significativa

entre al menos un sitio (p=0.0004) (Figurall).
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OTM: KW-H(3,31) = 11.75, p = 0.0083
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Figura 11. OTM de los peces de los sitios de estadLa mediana y los valores maximos de la Presa Migl
Hidalgo so mayores al resto de los sitios, lo qu@® indica mayor cantidad de contaminategenot6xicos en
ese embalse. Las cajas representan la mediana y fmrcentiles 25 y 75. Las barras representan valae
minimos y maximos El analisis estadistico muestrafdrencia significativa (p<0.05).

Estos valores de OTM son menores a los reportaatoZhu et al (2011) en pez cebra
(Danio rerio) expuestos a 2.5 mg/L de atrazina. También sororasra los valores reportados
por Yanget al (2006) en la especi@meiurus nebulosugle los tres sitios de referencia
evaluados en su estudio. Los sitios de refereneih el Lago Old Women Creek ubicado en
una cuenca agricola y presenta concentracionegé\ke En sedimentos y metabolitos biliares
de PAHSs en bagres, aunque menores que el Rio Cggiabdro sitio de referencia fue el Rio
Conneaut, éste recibe tanto escorrentia agricote amntaminantes del trafico de buques,
pero no recibe contaminantes de fuentes industrié@letercer sitio de referencia fue Great
Herring Pond, este sitio fue seleccionado porqueae tiene trafico de barcos, que pueden
derramar combustibles contribuyendo con metalesy pe existen descargas industriales

conocidas.

Los valores medios reportados por Gonzalez-Mdteal (2010) en una zona de
Coatzacoalcos, Veracruz, también superan a lostgeestudio. Con respecto a este mismo
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estudio, estos autores reportan garaochromissp un OTM de 3.5 (rango de 0.2-8.1), lo cual

esta por encima de los valores medios encontradeste estudio.

Al igual que en la longitud de la cola del comdes diferencias entre los sitios
evaluados en este estudio y los citados anteridemg@uede deberse a variaciones
interespecificas que presentan las especies ewalyad que los sitios evaluados por dichos
autores presentan altos niveles de contaminanteg@ecos. A pesar de que los peces de los
sitios de estudio presentan niveles de dafio inferims citados anteriormente, es un hecho
gue presentan dafo, el cual puede ser atribuidog etros toxicos, al As evaluado en los

sitios.

Con base a los resultados obtenidos podemos afgueel ensayo cometa puede ser
utilizado para evaluar el dafio al ADN en ambiemi@s bajo nivel de contaminacion o para
evaluaciones de toxicidad aguda, ya que es loisaofamente sensible para reflejar el dafio en

ambientes poco impactados.

El dafio al ADN es evidencia de la exposicion de doganismos a contaminantes
genotoxicos, la diferencia entre el ensayo comésapyueba de micronucleos radica en que el
ensayo cometa mide solamente el nivel de dafio &,Ad@ro no los mecanismos de defensa
celular de los peces, por lo que es probable gai@pdoes tengan estén desarrollando una
cinética de eliminacion de células dafiadas y parazon la frecuencia de micronucleos este
dentro de los limites basales reportados en leatitea, esto por un lado, y por el otro que la
formacion de MN depende de la replicacién de lalagimientras que la fragmentacion del
ADN puede ser mas rapidamente inducida. Lo queusrda con Sruet al., (2009) quienes
reportan que a pesar de que la prueba de micrasigieel ensayo cometa muestran un
gradiente similar de dafio al ADN, el ensayo conetamas sensible para medir el dafio
genotoxico, de manera similar Costhal., (2008) reportan que a pesar de que el ensayo
cometa es mas sensible que la prueba de microsyaetos analisis son complementarios.
Osmanet al., (2012) reportan que el ensayo cometa es mas sengid la prueba de

micronucleos para niveles bajos de toxicidad.
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6.4 Relacion entre Arsénico y biomarcadores de getoxicidad.

La seleccion del As se realizd considerando fastommo: la comparacion entre las
concentraciones ambientales y los valores de refergnormas y guias ambientales); la
persistencia ambiental; las caracteristicas to&goas; la presencia del contaminante en
todos los medios (agua y sedimento), la capaciéetida para evaluar los compuestos y el
presupuesto destinado para la investigacion.

El As es una de las sustancias mas peligrosasdiberen el ambiente acuatico como
resultado de procesos geogénicos y actividades rmspapuede ser carcinogénico
dependiendo de la forma quimica y el tiempo de sixfn. Los peces son particularmente
vulnerables al As en ambientes acuaticos ya quencamente los estan tomando a través de

la respiracion branquial y la ingestién de alimertontaminados (Ahmest al.,2001).

En especies acuaticas hay evidencia de que laieipoa arsenito de sodio provoca:
1) aumento en la citotoxicidad en células de peessgs oxidativo y disminucion de la
actividad de enzimas antioxidantes en poliquetdSlarias batrachusexpuestos al A®s;
(Wanget al.,2004; Seolet al.,2007; Ventura-Limaet al.,2007; Ventura-Limaet al., 2008);
2) incremento en las respuestas antioxidantesasgbias del pez cebEzanio rerio expuesto
al arseniato por dos dias (Ventura-Lietaal., 2008); 3) estrés oxidativo y modulacién del
sistema antioxidante en higado @arassius auratugxpuesto a arsenito (Bagnyukoeial.,
2007) y 4) alteraciones en el sistema antioxidante esrefites tejidos de carpa comun

(Cyprinus carpid después de la exposicion al arsenito y arse(Naotura-Limaet al.,2008).

En el Cuadro 8 se muestran los valores de As ea ggedimento de los sitios de
estudio. Los datos de los sitios Arcediano, PurgatoEl Salto fueron proporcionados por el
Departamento de Toxicologia Ambiental de la Fadutta Medicina, y se generaron a la par
de esta investigacion, los datos de la Presa Adpanse obtuvieron de revisiones

bibliogréaficas, y de la Presa Miguel Hidalgo naseontraron reportes en la literatura.
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Cuadro 8. Valores de As encontrados en los sitiog @studio.

Sitio Sedimento mg/Kg Agua pg/L
Arcediano 4.30 +1.163 9.90 + 3.00
Purgatorio 5.30 £ 1.745 20.07 £5.00
El Salto 8.652 + 2.957 5.70 £ 0.40
P. Miguel Hidalgo === ceeees
P. Aguamilpa — Solidaridad 13.695 e
Valores Guia* 5.9 5

Los valores representan medias +desviacion estandar
“dato reportado por Zambraebal.,2011

*Valores Guia de I€anadian Sediment Quality Guidelines for the Ptaiaof Aquatic Life
y Canadian Water Quality Guidelines for the Pratecof Aquatic Life

El anélisis dex? entre los datos de As en los sitios y la presetei®N no muestra

una asociacion entre estas dos variables (p=0(Z3&)dro 9, Figura 12).

Cuadro 9. Porcentaje de organismos categorizadosggm el tipo de dafio (MN)

Tipo de dafio
Ausencia MN| Presencia MN P. Moderada MI:I—Otal
Arcediano 40% 20% 40% 100%
9 Purgatorio 70% 30% 0 100%
= El Salto 80% 20% 0 100%
o M. Hidalgo 58% 17% 25% 100%
Aguamilpa — Solidaridad 75% 25% 0 100%
Chi-cuadrado de Pearson = 10.454, p = 0.235

Es necesario resaltar que esta prueba nos indieaiste o no una relacion entre
variables, pero no dice el grado o tipo de relgceém decir, no indica el porcentaje de

influencia de una variable sobre la otra o la \dei@ue causa la influencia (Tinoco, 2008).
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Figura 12. Relacion entre As en agua y MN. El an&lis deX2 no muestra asociacion entre estas dos
variables (p>0.05). Las barras representan media Besviacién estandar de cada sitio.

Ahmed et al., (2011) encontraron una asociacion entre las cora@aohes de As
(como NaAsQ) y la frecuencia de MN e@reochromis mossambicespuestos por 96 y 192
horas, estos autores reportan un incremento dele deb la frecuencia de MN en los
organismos expuestos a 3 ppm de NaAadas 96 horas con respecto a los controles, y de
cinco y seis veces mas en los expuestos a 28 ypBo6respectivamente del mismo toxico.
Yadav y Trivedi (2009) reportaron induccién sigréfiiva de MN enChanna punctata
expuestos a Mercurio (0.081 ppm de HYCAs (6.9 ppm de ASs3) y Cobre (0.4 ppm de
SO-5H,0) con respecto a los controles a las 72, 92 y H@@&s. Si bien los datos que
obtuvieron los autores citados anteriormente difiedfe los que se encontraron en los sitios de
estudio esto se le atribuye a: i) las concentrasi@las que fueron expuestos son tres ordenes
de magnitud mayores a las que estaban expuestgedes de los sitios de estudio, ii) los
organismos fueron expuestos al As en su forma thdsat (As'), mientras que en los sitios
de estudio desconocemos en que forma estd el ifdpsi peces fueron expuestos a una
exposicion aguda, y como ya se habia mencionads esfjanismos tienen la capacidad de
generar mecanismos de defensa que les permitehdese€lulas dafiadas, por lo que es
posible que los peces de los sitios de estudioogatdngan o estén desarrollando, y iv)

diferencias interespecificas.
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En el caso de la fragmentacion del ADN se encomh@ asociacion entre la longitud
de la cola del cometa y la presencia de As mediknterueba deX? de independencia
(p=0.007) (Cuadro 10, Figura 19), lo que concuetda Ahmedet al., (2011) quienes
demuestran en su estudio que el As induce daf®hl @&valuado con el ensayo cometa) en

exposiciones tempranas (organismos juveniles)easbsinento.

Cabe mencionar que a pesar de que no tenemoealaléd presencia de As en agua o
sedimento en la Presa Miguel Hidalgo, por el resldltque arroja la asociacion entre la
fragmentacion del ADN y la presencia de As, podesuponer que este elemento 6 algun otro
genotoxico esta presente en este embalse en caawenes mayores al resto de los sitios.

Esta asociacion se puede ver claramente en laaFigur

Cuadro 10. Porcentaje de organismos categorizadosgin el tipo de dafio (Ensayo cometa, TL)

Tipo de Dafo
Total
Sin Dafio| Leve| Moderadp Alto
Arcediano 0 0 80% 20% | 100%
Purgatorio 0 0 33% 67% | 100%
3 El Salto 0 0 57% 43% | 100%
5 M. Hidalgo 0 0 0 100% | 100%

Chi-cuadrado de Pearson = 12.234, p = 0.007

Si bien es cierto que la longitud de la cola deheta y el As estan asociados, no
podemos atribuirle estos efectos solo a este toy@aue los peces estdn expuestos a una
mezcla compleja de contaminantes provenientes deadg|s domésticas, agricolas e

industriales.
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Figura 13. Relacion entre As en agua y Longitud d cola (TL) y el momento (OTM) del cometa. El
analisis deX2 muestra asociacidn entre estas dos variables (p€B). Las barras representan media +
Desviacion estandar de cada sitio.

CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Los valores reportados de vitelogenina y fragmedadel ADN pueden ser atribuidos
a la mezcla de contaminantes presentes en los sidoestudio ya que estos sitios son
receptores de efluentes agricolas, domésticos estiig@les. De continuar expuestos a
mayores cantidades de este tipo de tdxicos puasdtr éx posibilidad de una disminucion en
la poblacion de esta especie por dos razones: fjroélulas germinales de estos organismos
podrian verse afectadas y segundo, al existird$ébjidad de reversiones sexuales. Al ser una
especie de importancia comercial y fuente de prasepara el hombre, una disminucion en

sus poblaciones podria poner en riesgo la seguaiifaéntaria.

Los niveles de vitelogenina observados en los agas evaluados en los diferentes
sitios nos hacen suponer que se encuentran expuestastancias con capacidad de alterar el

sistema endocrino.

La frecuencia de MN de los organismos de los sitiesestudio debe tomarse con
reserva ya que como se explicé anteriormente loespdesarrollan mecanismos de defensa

gue les permiten eliminar células dafiadas.

El ensayo cometa nos revelé que los organismostranedafio al ADN. Dado los

resultados del presente estudio se sugiere laadifin del ensayo cometa (debido a que es
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mas sensible que la prueba de MN) para la evalnat@dafnio al ADN en ambientes con bajo
nivel de contaminacion o evaluaciones de toxicigguada. El As est4 asociado al dafio celular
medido como ensayo cometa, sin embargo no es poasguciar este efecto solo a este
contaminante, ya que es bien reconocido que undioagién de efectos sinérgicos puede

causar este tipo de dafos.

Si bien el uso de biomarcadores no nos permiter xdaetamente a qué contaminantes
estan expuestos los organismos en los cuerpos we 8ignos permite priorizar sitios que
necesiten monitoreo, vigilanciaitervencion. Pero se debe tener en cuenta quedos 1os
biomarcadores son adecuados para todos los cueasgua, el uso del biomarcador

apropiado depende del tipo de contaminante vy lsilsiédad del biomarcador.

En base a los resultados obtenidos se proponelezsialin programa de monitoreo
usando a la especf@rechromissp por su amplia distribucién geografica, queupal como
biomarcadores la fragmentacion del material geoétiediante el ensayo cometa (por la
sensibilidad mostrada) y vitelogenina, por preseesios biomarcadores dos de los efectos
mas importantes que se pueden presentar en orgenéxpuestos a sustancias toxicas, incluir
ademas mas biomarcadores que respondan a otrdetipontaminantes como una alternativa

al analisis quimico en matrices ambientales.
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ANEXO 1.

Metodologia para la evaluacion de la exposiciénsauptores endocrinos. Extraccion de la
fraccion proteica labil al alcali del plasma samgai

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS NECESARIOS

Equipo
=  Guantes
= Vortez = Recipiente para desechos
= Cron6metro = Tubos de ensaye
= Centrifuga = Gradillas
= Bafio Maria
= Bafio seco Reactivos
= Espectrofotometro UV visible = Acido Tricloroacetico
= Campana de extraccion Etanol
= Balanza Eter
Cloroformo
Material Acetona
= Pipetas seroldgicas Hidréxido de Sodio
Perillas Acido clorhidrico

Acido sulfarico

Agua desionizada

Molibdato de amonio

Bisulfito de sodio

Sulfito de sodio

Acido 1,2,4 aminonaftolsulfonico

Micropipetas

Puntas p/micropipetas
Vasos de precipitado
Papel aluminio
Pipetas pasteur
Chupones

I?REPARACION DE SOLUCIONES
Acido Tricloroacético (Ac TCA) al 20 %

Para un volumen de 50 ml se pesan 10 g de Ac TE€Aaforan a 50 ml con agua desionizada.
Puede ayudarse a disolver con una placa y un agitaagnético.

eter-etanol-cloroformo (2-2-1)

Para 25 ml medir con pipeta serologica 10 ml dg é@&ml de etanol y 5 ml de cloroformo,
colocarlos en vaso de precipitado y mezclar coptpiperolégica succionando y dejando caer
el liquido.Realizar esto en campana de extracciorfPreparar esta mezcla de solventes solo
cuando se necesite.

Solucion de Hidroxido de Sodio 2 N

Para 50 ml de NaOH 2N: pesar 4 g de NaOH y afoffr ml con agua desionizada. Se puede
ayudar a disolver con placa y agitador magnéiclucion de Acido clorhidrico 2 N

Para 50 ml de HCI 2N: medir 8.78 ml de HCI concashdr y aforar a 50 ml con agua
desionizada. Laeacciénal mezclar acido con aguafegrtemente exotérmica,por lo que se
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debera de realizar con cuidado en campana de einag agregar el acido al agua poco a
poco.

Reductor de Fiske y Subba Row

Para preparar 25 ml: pesar 2.7g de bisulfito deos@l6 g de sulfito de sodio y 0.05 g de
acido 1,2,4 aminonaftolsulfonico, mezclar y afa&5 ml con agua desionizada. La solucion
esestablepor 6-8 semanas @bscuridad y refrigeracion

Molibdato acido

Para 10 ml: pesar 0.5 g de molibdato de amonisgtr en 10 ml de acido sulfarico 2.5 N.

Solucidn de acido sulftiirico 2.5 N

Para 25 ml: disolver 1.75 ml de$, en 25 ml de agua desionizada.reaccion al mezclar
acido con agua es fuertemembeotérmica, por lo que se debera de realizar con cuidado en
campana de extraccion y agregar el acido al agoa @poco.

PROCEDIMIENTO

1.- Se mezclan 10 pl de plasma y 500 ul de acidmtdekético (TCA) al 20 %.

2.- Se agita por 10 minutos en vortex

3.- Se centrifuga a 4500 rpm durante siete minut@sdesecha el sobrenadante.

4.- Se agregan 500 pl de TCA al precipitado y seeapds pasos dos y tres

5.- Se agregan 3 ml de etanol absoluto, se repitasal dos, se incuba en bafio maria a 60°C
durante 10 minutos, se repite el paso tres.

6.- Agregar 2 ml de una solucién de etanol-éter- ¢twroo (2-2-1), se repiten pasos dos y tres
7.- Agregar 3 ml de acetona y se repiten pasos de&sy t

8.- Se agregan 2 ml de éter y se repite el paso dafgja en la campana evaporandose de 2 a
3 horas o se deja toda la noche hasta que se W»ayarado.

9.- Se agregan 500 pl de NaOH 2 N se repite el pasodéspués se coloca en un bafio seco a
100°C por 20 minutos.

12.- Pasados los 20 minutos se retira del bafio y seetdjiar, se agregan 500 pl de HCL 2N
se mezclan y se centrifugan, el sobrenadante sée@npara la determinacion de fésforo
(ALP).

Para la lectura del fésforo:

Se colocan en la cubeta 10 pl de sobrenadante uB@® agua desionizada, 100 ul de
Molibdato acido, 25 ul de Reductor, se mezclan ertex por 5 segundos y se dejan
reaccionar por 10 min, se lee a 650 nm
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ANEXO 2.
Metodologia para la evaluacion de dafio genotoxiicronicleos

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIOS

Equipo = Vacutainer heparinizados
= Jeringas
= Microscopio Optico = Heparina
* Franelas
Material * Guantes de latex
Cajas de vidrio para tren de tincién Reactivos

Portalaminillas
Portaobjetos esmerilados
Lapiz

Caja para laminillas

=  Metanol
=  Giemsa

PROCEDIMIENTO

El procedimiento para realizar esta prueba eroerits es el siguiente:

1.- Obtener muestra por puncion cardiaca con jeriregatinizada.

2.- Colocar en portaobjetos limpio previamente etigdetuna pequefia gota de sangre y hacer
un “barrido” (hacerlo rapidamente para evitar gaesangre coagule, la muestra de sangre
puede transferirse a un vacutainer heparinizada puaitar la coagulacién). Dejar secar a
temperatura ambiente por 24 horas.

3.- Fijar con metanol durante 5 minutos.

4.- Dejar secar el portaobjetos y tefiir con giemsarter40 minutos (filtrar el giemsa).

5.- Lavar el portaobjetos con agua corriente cuidangono le caiga agua directamente.

6.- Llevar al microscopio.

Contar 3 000 células por laminilla y reportar MO
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ANEXO 3.

Metodologia para la evaluacion de dafio genoto¥iosayo cometa

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS NECESARIOS

Equipo = Papel filtro Watman
= Papel aluminio
= Estufa = Papel absorbente
= Bafio = Tijeras
= Cémara de electroforesis = Gasa
= Fuente de poder = Pipetas pasteur
= Refrigerador =  Chupones
= Microscopio equipado con luz fluorescente = Frascos para bafio
y software “COMET” = Vacutainer
= Potencidmetro = Guantes
= Cuarto frio = Botes para depositar puntas
= Lampara de luz amarilla = Lapiz del No. 2 y sharping
= Agitador = Masking tape
= Bascula = Moscas
= Microondas = Porta laminillas
= Vortez = Parafilm
= Cronoémetro = Pinzas
= Placa con agitador =  Cubrebocas
= Campana de extraccion
Reactivos

Materiales

Pipetas serol6gicas
Micropipetas
Vasos de precipitado

Hidroxido de sodio perlas (NaOH)
Dimethylsulfoxide (DMSO)

EDTA

Alcohol anhidro

=  Probetas = Acido clorhidrico (HCI)

= Portaobjetos esmerilados = Agua desionizada

. Cubreobje;os = Bromuro de etidio

= Tubos cénicos =  Cloruro de sodio

= Puntas para micropipetas = Triton X-100

=  Tubos eppendorf =  Trisma base

* Coplin = Agarosa de bajo punto de fusion (LMPA)
= Charolas = Agarosa regular (NMA)

PREPARACION DE SOLUCIONES

Preparacion de agarosa regular al 1%.

Se pesa 0,25 g de agarosa y se disuelve en 25aguadedesionizada. Para ayudar a disolverse
su utiliza microondas a una temperatura de 30°C1Po6 7 segundos y se agita; de esta
manera se procede de forma repetitiva hasta quisselva completamente. La agarosa se
vierte en un frasco y se coloca en un bafio querédlébeer una temperatura de 50°C.

Para preparar la agarosa al 0,6% se pesan 0,0éagaiosa y se disuelven 12.5 ml de agua
desionizada.

Péagina 72



USO DE BIOMARCADORES EN PECES COMO HERRAMIENTA PAR&/ALUAR LA EXPOSICION Y
EFECTO DE CONTAMINANTES AMBIENTALES EN CUERPOS DEGUA

El rango debe ser de 0,6-1%
Precauciones y recomendaciones

» La agarosao debe hervir,si esto sucede se prepara de nuevo.

» Se debe de cuidar que la agaresté bien disueltay que no haya residuos en
suspension por lo que deberé& tener una tonalidabletamente transparente. Si esto
no sucede se debera preparar de nuevo.

» Sibajala temperatura y la agarosa@@lifica se debera preparar de nuevo.

» De preferencia la agarosao debe almacenarsepara usarse en otros ensayos
posteriores.

Preparacion de la solucién de lisis.

Se pesa 146,1 g de NaCl (2,5M), 1,2 g de Trisma fE3MM) 8 g de NaOH (0,2M) y 37,2 g
de EDTA (100 mM) para disolverse en 890 ml de atpsaonizada. En una placa se coloca un
vaso de precipitado de 1 L y se agrega agua deamteicuidando de no utilizar todo el
volumen. Los reactivos se agregan en el siguiemteno 1) NaCl, 2) Trisma base y 3) forma
alternada NaOH y EDTA. Cuando los reactivos estanettos, se mide el pH, el cual debera
tener un valor de 10. Con una pipeta pasteur serélelgregar gota a gota una solucion de
NAOH para elevar los valores de pH; en el casowtelos valores excedan el valor de 10, se
deberé agregar HCI para ajustar los valores deSpHe agragan 10 ml de DMSO (10%) y 10
ml de Triton 100 X (1%). La solucién se afora ennugitraz de 1 L y se filtra posteriormente
con papel Watman para su almacenaje en un frastm@aradebidamente etiquetado. La
solucion debera almacenarse en un cuarto frio@ got lo menos durante una hora antes de
ser utilizada.

Precauciones y recomendaciones

» Es importanteaplicar de forma alternada el NaOH y el EDTA, asi como el uso de
mosca para facilitar disolverse
» La solucidon deberpermanecer friapara su utilizacion.

Preparacion de soluciones para electroforesis

Se pesa 200 g de NaOH 10 N para disolverse en 50d@ egua desionizada. La solucion se
deberé& preparar en una campana de extraccion lp @yada de un bafo. Las perlas de NaOH
se deberan agregar de forma paulatina en un vapoedpitado con agua desionizada hasta
disolverse. La solucidén puede prepararse con ldaage una placa con agitador. La solucion
se afora en un matraz de 500 ml y se filtra past@ente con papel Watman para su
almacenaje en un frasco ambar debidamente etiqudtadsolucion debera almacenarse en el
cuarto frio.
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Posteriormente se pesa 3,72 g de EDTA (200mM) pigsalverse en 50 ml de agua
desionizada. Se deberan de agregar de forma peutEDTA en un vaso de precipitado con
agua desionizada hasta disolverse. La solucioneppiegbararse con la ayuda de una placa con
agitador. Cuando el reactivo este disuelto, se migeH, el cual debera tener un valor de 10.
Con una pipeta Pasteur se deberéa de agregar gut@ ana solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) para elevar los valores de pH. En el casolgsi valores excedan el valor de 10, se
debera de aplicar acido clorhidrico (HCI) para @uks valores de pH. La solucién se afora
en un matraz de 50ml y se filtra posteriormente gamel Watman para su almacenaje en un
frasco &mbar debidamente etiquetado. La soluciberdede almacenarse en el cuarto frio y
protegerse de la luz.

Finalmente lasolucibn amortiguadora para electroforesisse prepara con: 48 ml de
hidroxido de sodio (NaOH, 10N), 8 ml de EDTA (200)nW 1544 de agua desionizada.
Posterior a la mezcla, se mide el pH, el cual debamer un valor de 13 o mayor. Con una
pipeta Pasteur se debera de agregar gota a gotsolutdon de hidroxido de sodio (NaOH)
para elevar los valores de pH. En el caso quedtses de excedan el valor de 10, se debera
de aplicar &cido clorhidrico (HCI) para ajustar V@asores de pH. La solucion se afora en un
vaso de precipitado de 2000 ml y se filtra posterente con papel Watman para su
almacenaje en un frasco ambar debidamente etiqudtadolucion debera de almacenarse en
el cuarto frio.

Precauciones y recomendaciones

» La solucion debera dgermanecer friapara su utilizacion.

» Se puede utilizar las soluciones de hidroxido ddiosgNaOH, 10N) y de EDTA
(200mM) para preparar posteriores soluciones dgreferesis.

Preparacion de la Trisma

Se pesa 12.12g de Trisma base (0.4M) para disehans250 ml de agua desionizada. El
Trisma se deberd de agregar de forma paulatinanewvaso de precipitado con agua
desionizada hasta disolverse. Posterior a la megelanide el pH, el cual debera tener un
valor de 7.5, de lo contrario se procedera al @jdsteste. La solucién puede prepararse con la
ayuda de una placa con agitador. La soluciéon se &b un matraz de 250 ml y se filtra
posteriormente con papel Watman para su almacesrajen frasco ambar debidamente
etiquetado. La solucion debera de almacenarse@ragb frio.

Precauciones y recomendaciones
» La solucion debera dgermanecer friapara su utilizacion.

Preparacion de solucién de lisis en el coplin
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En el coplin se agrega 50 ml de la solucién ds fiseviamente preparada. La solucién vierte
al coplin con una probeta. El coplin deberéa de eémarse en el cuarto frid por lo menos una
hora antes de su uso.

Precauciones y recomendaciones

» Las laminillas deberan de permaneper lo menos una horaen el coplin antes de
pasar a la electroforesis.

» El tiempo de duracion de las laminillas en el copldo debe de exceder 2 semanas de
almacenaje.

Preparacion de agarosa de bajo punto de fusion 589

Se pesa un 0.125g de agarosa y se disuelve en 2 myjua desionizada. Para ayudar a
disolverse se utiliza microondas a una temperatera0°C por 10 o 7 segundos y se agita; de
esta manera se procede de forma repetitiva hastaajdisuelva completamente. La agarosa
se vierte en un frasco y se coloca en un bafio goerd tener una temperatura de 37°C.

Para preparar la agarosa al 0.6% se pesan 0.07&gpdesa y se disuelven en 12.5ml de agua
desionizada.

Precauciones y recomendaciones
» La agarosao debe hervir, si esto sucede, se prepara de nuevo.

» Se debe de cuidar que la agaresde bien disueltay que no haya residuos en
suspension por lo que debera tener una tonalidagbletamente transparente. Si esto
no sucede se debera preparar de nuevo.

» Sibajala temperatura y la agarosa@@lifica se debera preparar de nuevo.

» De preferencia la agarosao debe almacenarsepara usarse en otros ensayos
posteriores.

PREPARACION DE CAMAS
Se colocan las laminillas a utilizar con el esmagial hacia arriba en un vaso de precipitado

con alcohol anhidro, se tapan con parafilm y sardppr un tiempo de 15 minutos. Mientras
el tiempo transcurre se cortan trozos de gasaremfde cuadros. Se preparan con aluminio
las charolas donde se colocaran las laminillas.l&@énillas se toman con una pinza por el
lado esmerilado y se limpian con la gasa. Postegote se colocan en la charola y se rotulan
por la parte esmerilada.

A la laminilla se le colocad50 ul de agarosa regular. La agarosa se distribuye capuda

de la punta del dedo por toda la laminilla. Lasitaltas con la cama de agarosa se colocan en
las charolas y se secan en el horno una tempeeusd-70°C. Una vez que estén bien secas
y frias las laminillas pueden ser almacenadas jas partalaminillas.

Precauciones y recomendaciones
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» Se debera datilizar guantes en este procedimiento.

» Se deberéa de tener lamnos limpiaspara la distribucién de la agarosa en la laminilla

» Se debera de tener cuidadomdepasar muchas veces el dedm la laminilla, lo que
podria causar una cama irregular.

» Las laminillas se deben déilizar antes de 2 semanasde lo contrario se desechan.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ENSAYO

Se obtiene la sangre del individuo en un vacutaire® coloca en un agitador. Se colocan los
tubos eppendorf debidamente etiquetados en placasicel.

Se toman5 pl de sangre con la micropipeta y de colocan en eldael tubo eppendorf
correspondiente, después se colo@a® pl de agarosa de bajo punto de fusion y se
homogeniza con el vortex, de esta mezcla se tdrharh y se mezclan en un tubo eppendorf
nuevo con225 pul de agarosa de bajo punto de fusion. Finalmentesde(dtima mezcla, se
toman75 pl y se colocan sobre la cama en la laminilla cornedigmte, enseguida se coloca
un cubreobjetos.

Las laminillas se colocan en la charola para llewaa refrigeracion por 5 minutos.
Transcurrido el tiempo se retira de forma delicatl@ubreobjetos de la laminilla y se le
agregar5 pl u 80 pul de agarosa de bajo punto de fusion Se coloca woraubreobjetos y se

pone en la charola para llevarse a refrigeracidgrbpuinutos.

Transcurrido el tiempo, se retira de forma cuidades cubreobjetos y se desecha. Las
laminillas se colocan en pares en el coplin caolacion de lisis.

Precauciones y recomendaciones

» La sangre tiene unaviabilidad para su uso en el ensayo de 3 horas
aproximadamente.

» Se debera de tener cuidado al colocar mezcla dgesaon agarosa en la laminilla
parano formar burbujas.

» Se deberéd de tener cuidado al colocar mezclaod®car la cama de agarosan la
laminilla con la punta de la pipeta.

» Se deberéa de tener cuidadoaddocar espalda con espaldkas laminillas para evitar
el dafio de las muestras.

» Las laminillas deberan de tengor lo menos una hora en la solucion de lisisn el
coplin antes de realizar la electroforesis.

» Las laminillas se deben de sacar del coplites de 2 semanage lo contrario se
pierde la muestra.

ELECTROFORESIS

En el cuarto frio, se coloca la camara de electesis, asegurandose de que esté centrada por
la burbuja indicadora, de lo contrario se ajustalade patas hasta la posicion adecuada.
Después, la cdmara se conecta a la fuente de gedsruerdo con el color y la polaridad de

Péagina 76



USO DE BIOMARCADORES EN PECES COMO HERRAMIENTA PAR&/ALUAR LA EXPOSICION Y
EFECTO DE CONTAMINANTES AMBIENTALES EN CUERPOS DEGUA

los cables (rojo-positivo, negro-negativo). El apmb hasta este momento se realiza en
completa oscuridad y so6lo con ayuda de la lampartuzl amarilla, con la finalidad de no
dafiar el DNA con la luz.

Se coloca la solucién de electroforesis en la canaasta la plataforma por ambos lados, sin
gue la solucién se junte. Después se colocanhasilas en la cAmara (se colocan o muestras
0 repeticiones) con pinzas por la parte esmerila@daegurandose que este en la direccion
correcta. Colocadas las laminillas se vierte laugoh de electroforesis hasta cubrir las
laminillas, asegurandose que no queden burbujasldminillas se quedan en la solucién de
electroforesis pob minutos. Mientras transcurre el tiempo se configuran lametros de la
fuente de poder 25 V, 300 Ay 10 minutos

Transcurrido el tiempo de las laminillas, en laus@in de electroforesis, se coloca la tapa y se
prende la fuente de poder con los parametros agafigs previamente. Se observa unos
segundos la formacion de espuma y un valor corstdat 300 A lo que indica que la
electroforesis se esta llevando a cabo correctamé&ntel valor de 300 A baja, se debera de
colocar mas solucion de electroforesis por un dostde la cAmara hasta obtener el valor
deseado. Después se coloca la placa metalica due keucamara. Transcurrido el tiempo el
Voltaje marca E y se puede apagar la fuente, patarda tapa.

Las laminillas se sacan con las pinzas y se seoargbajo con papel. Las laminillas se

colocan en la charola de lavados y se les ponen@r{sproximadamente 1 pipeta Pasteur por
muestra) y se dejan reposar 5 minutos; transcueldsempo el procedimiento se repite.

Después se escurren y se les aplica alcohol anfagroximadamente 1 pipeta Pasteur por
muestra) y se dejan reposar 5 minutos; transcueldsempo el procedimiento se repite.

Finalmente las laminillas se escurren y son colasah un coplin con alcohol anhidro por

otros 5 minutos, terminado el tiempo se sacanliyrggan por debajo con papel, al secarse se
guardan en una caja portalaminillas.

Precauciones y recomendaciones

» Se debe de asegurar@gugar las pinzasantes de tomar otra laminilla.

= Se debe de asegurar colocar por la parte postriaminilla, de lo contrario se
perdera la muestra.

» Se deberéa de tener cuidadoaddocar espalda con espaldks laminillas para evitar
el dafio de las muestras.

» Se debe de aseguradiaeccion correctapara la realizacion de la electroforesis.

LECTURA Y ANALISIS DE DATOS

Se enciende el regulador, el CPU, el monitor, hapid@ra de mercurio y el microscopio. Se
ajusta y se centra el microscopio. Finalizandoalibracion se abre el programa Komet v4.0.
Posteriormente se toma una laminilla y se le coRipédde bromuro de etidio (0.05mM) y un

cubreobjetos. Se enfoca con el objetivo de 20Xahast de forma adecuada el campo.
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Después se procede a la lectura con la técnicalaire en zig-zag. En el software Komet v4.0
se pulsa “experiment” y se le asignan 2 ID (Muesfrdespués se pulsa “Live”. El programa
contabiliza 100 células (50 muestra y 50 duplicado)
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