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Resumen

El Delta del Rio Colorado tiene como actividad principal la agricultura desde los afios
40’s. En esta extensa area existe un sistema de drenaje agricola que sigue el cauce hasta
el Delta del Alto Golfo, donde se ha formado un importante corredor ripario. Inmerso en
este ambiente, se localiza el Rio Hardy que es el Dren colector principal de los valles de
Mexicali y San Luis Rio Colorado. Adicionalmente, este sistema, recibe agua residual
urbana con residuos de metales como mercurio, selenio, cadmio y plomo de origen
natural y antropogénico. Debido a la falta de registro se desconoce la cantidad aplicada
de plaguicidas. Con base en ésta problematica, se plantea la hipdtesis de que los
organismos residentes del Rio Hardy estan siendo afectados de manera negativa. Para
evaluar esta premisa, se tomaron como especies centinelas al balano Balanus amphitrite
en el parte del rio y a Chione californiensis en el Alto Golfo de California, y como
biomarcadores la actividad de Glutation S Transferasa (GST), Glutation Peroxidasa
(GPx), concentracion de lipidos peroxidados (TBARS), proteinas carboniladas
(ProtCarb) e inhibicion de acetilcolinesterasa. La concentracion de metales pesados (Hg,
Pb, Cd, Cuy Se) y plaguicidas organofosfatados, se analizé también en los organismos.
Mediante el grafico de estrella, se plantea determinar la o las variables con la mejor
respuesta en cada punto. Como resultados se determin6é que las concentraciones de
metales no excedieron los limites permisibles de las normas oficiales. E1 Malation fue el
unico plaguicida organofosforado detectado y cuantificado (0.5 a 3 ug/kg). Se
determind una inhibicidn de acetilcolinesterasa mayor al 70% en balanos, mientras que
en almejas no fue significante. Las TBARS y Prot Carb son similares a las registradas
por otros autores en areas impactadas por actividades agro-industriales. La actividad de
la GST y GPx, muestra que los organismos estdin en un proceso constante de

asimilacion y detoxificacion de compuestos xenobidticos. El grafico de estrella muestra



que la variable con mejor respuesta no siempre es la misma en una escala temporal y
espacial . Esto hace suponer que a lo largo del cauce del Rio Hardy existen aportes de
agua adicionales al flujo de agua residual agricola, con una carga variable de
contaminantes. Lo que tiene como consecuencia que en algunos sitios del muestreo, las
defensas antioxidantes sean insuficientes y se refleje dafio a través de una alta
concentracion de Prot Carb. Se concluye que el Rio Hardy es un ecosistema impactado
en donde los organismos residentes (ej. balanos) se han adaptado fisiol6gicamente para
sobrevivir bajo estas condiciones. El impacto que presentan estos organismos, nos hace
pensar, que otros organismos acudticos sésiles mas sensibles, como langostinos,
almejas, y otros invertebrados que no cuenten con una respuesta fisioldgica efectiva, no
pueden sobrevivir en este ambiente hasta que no se realicen labores de restauracion que

mejoren las condiciones del habitat.



Abstract

Since the early 40’s the agriculture is the principal activity in the Colorado River Delta.
This extended area presents a drain system from the border to the upper Gulf of
California, where the most extensive riparian corridor in northwest of México is
formed. Immerse in this environment the principal collector drain of the Mexicali and
San Luis Rio Colorado agricultural valley called Rio Hardy is located. In addition, this
system, achieves elements traces like mercury, selenium, cadmium and lead of urban
residual water. Despite the absence of a pesticides application record the amount of this
kind of compound is still unknown. Based on this problematic, the proposal could be as
the following hypothesis “Negatives effects are present in the inhabitant organisms from
the Rio Hardy”. To evaluated this premise, the barnacle Balanus amphitrite like
inhabitant of river and the white clam Chione californiensis, in the Gulf of California.
Like biomarkers battery the Glutathione Peroxidasa (GPx), Glutathione S Transferase
(GST), lipids peroxidation (TBARS), Carbonyl proteins (Carb Prot) levels and
Acetylcholinesterase inhibition was employed. The heavy metals concentration (Hg, Pb,
Cd, Cu and Se) and organophosphorus pesticides levels were analyzed in the organisms.
The star plot is proposed to evaluate the best response to determine the IBR in each
sample point. As results the levels of heavy metals do not exceed the permitted limit.
Only the Malathion presence was detected and quantified (0.5 to 3 ug/kg). Upper than
70 % of inhibition was calculated in barnacles, while in clams were not significant.
TBARS and Carb Prot were similar to other reports carried out in agrochemical impact
areas. The GST and GPx activities showed a constant process of assimilation and
detoxification of xenobiotics compounds. The star plot revealed that the best response is

not the same in each case of study. This statement could be indicated a different and
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dissimilar effluent discharges along of the Rio Hardy. As consequence; in some study
stations, the antioxidant defenses are not capable to compensate the attack of reactive
oxygen species and damage is observed with high levels of Carb Prot. The intrinsic
physiologies of barnacles have contributed successfully in this kind of extreme

environments.
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INTRODUCCION

A través de los afios, gran parte del ecosistema adyacente al historico delta del Rio
Colorado, ha sido transformado en campos agricolas, poblados y grandes ciudades. En la
actualidad, unicamente se conservan poco mas de 170,000 ha de areas naturales en
territorio mexicano, comprendiendo habitats riparios, humedales salobres y ambientes
intermareales desde la linea fronteriza hasta la desembocadura del Delta del rio Colorado
en el Alto Golfo de California (Glenn et al., 1996 y 2001). Esta zona ha sido objeto de
diversos estudios, siendo el primero el realizado por MacDougal (1905 y 1907) del New
York Botanical Garden, quien describi6 la vegetacion del area realizando cortos recorridos
desde Yuma Arizona hasta el Alto Golfo de California. Posteriormente Leopold (1949)
describi6 la presencia de una gran diversidad de vegetacion, como alamos, sauces, junco y
pino salado (Glenn et al., 2001). Gran parte de esta area, en conjunto con una porcion de
zona marina adjunta, engloban la reserva de la biosfera del Alto Golfo de California y Delta
del rio Colorado (Morales-Abril, 1994). En esta area natural protegida habitan especies en
peligro de extincion como la vaquita marina (Phocoena sinus), el palmoteador de yuma
(Rallus longirostris yumanensis) y el pez cachorrito del desierto (Cyprinodon macularius),
con especies de gran importancia comercial como la curvina golfina (Cynoscion
othonopterus), el camaron café (Farfantepenaeus californiensis), el camarén azul

(Lithopenaeus stylirostris), y la almeja blanca (Chione sp.).

La biodiversidad de esta importante zona esta amenazada por varios problemas, como es el

escaso flujo del Rio Colorado originado por la construccion de las grandes presas en el alto
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Rio Colorado, asi como por la presencia de agua proveniente del drenaje agricola (también
llamada agua de retorno) que fluye actualmente hacia la desembocadura del Alto Golfo de
California a través del Rio Hardy (dren colector principal). A lo largo de su cauce existen
asentamientos humanos en los que se desarrollan diversas actividades, como el ecoturismo,
el turismo sinérgico y la pesca artesanal. Por afios, el evidente deterioro del Delta del Rio
Colorado fue poco atendido, hasta que recientemente se le destinaron, a este gran humedal,
significativos esfuerzos de restauracion. En este contexto, se han realizado diversos
estudios para evaluar la recuperacion del sistema. Con esta meta, actualmente se encuentran
colaborando diversas organizaciones comunitarias como la Asociacion Ecologica de
Usuarios del Rio Hardy y Colorado (AEURHYC); organizaciones no gubernamentales
como el Sonoran Institute (SI), Pronatura Noroeste, universidades como la Universidad de
Arizona (UA) y la Universidad Autonoma de Baja California (UABC) y centros de
investigacion como el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD)
y el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR). Todas estas
instituciones en conjunto realizan un gran esfuerzo encaminado a caracterizar y restaurar
esta area. Zamora et al. (2001) reportan que en los ultimos 20 afios se ha logrado regenerar
el 23 % de la vegetacion en una franja de 100 km a partir de presa Morelos hacia la

desembocadura del Rio Colorado.

Presencia de contaminantes

Aunque son numerosos los trabajos efectuados en esta zona, son escasos los relacionados

con niveles de contaminantes. Entre la informacidén existente, se encuentra un estudio
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realizado por la comision federal de electricidad (CFE) (1987) donde se estima que el Rio
Hardy recibe desechos con altas concentraciones de arsénico (As) y Boro (B) de la planta
geotérmica de Cerro Prieto. Posteriormente, Gutiérrrez-Galindo et al. (1988) determina de
0.01 a 0.32 mg/kg en peso seco (dw) de Hg en almejas y peces de los canales de irrigacion
y drenes agricolas del valle de Mexicali, producto de los gases emanados de la planta
geotérmica citada anteriormente. Mora y Anderson (1995) determinan en diferentes
especies de aves 5.1, 28.8, 2.1 7.6, 4.6 y 10.0 mg/kg (dw) de Selenio (Se), Zinc (Zn),
Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Cromo (Cr), y B respectivamente asi como 2.1, 14, 0.9, 2.2, 1.4,
2.9 mg/kg (dw) de Se, Zn, Cd, Cu, Cr y B en peces de la misma area en el mismo periodo
de muestreo. Garcia-Hernandez et al. (2001) quienes registraron de 0.48 a 18.34 mg/kg
(dw) de Se en sedimento y biota a lo largo del Rio Colorado y en la boca del Alto Golfo.
Daesslé et al. (2008) determinan de 3-30 mg/kg (dw) de As, 0.023-0.043 mg/kg de Hgy de
16-40 mg/kg (dw) de Pb en el cauce del Rio Colorado. En el Rio Hardy las concentraciones
de estos mismos metales 1-20, 0.030-0.036 y 5-29 mg/kg. (dw) Shumilin et al. (2007) en la

seccion marina del Delta determina de 0.38-15 mg/kg (dw) de As.

Mora (1991) detectd concentraciones mayores 5 mg/kg de DDE en huevos de la garcita
garrapatera (Bubulcus ibis) y determind que aunque existe un correlacion negativa entre la
concentracion de diclorodifenildicloroetano (DDE) y el grosor de huevo, el éxito
reproductivo no se ve afectado por este contaminante. En 1993 la direccion General de
Ecologia de B.C. estimdé que junto con el agua de retorno llegan mas de 70,000 T de

fertilizantes y 400,000 L de insecticidas empleados durante 1990-91 en los diferentes ciclos



de cultivos. Vega-Cazares (2001) realizd ensayos de actividad de acetilcolinesterasa en
cerebro de esta misma ave estimando una inhibicién promedio de mas del 30%
relacionandolo directamente con el uso de plaguicidas organofosfatados en los valles

agricolas de Mexicali y San Luis Rio Colorado.

Efectos celulares

La presencia de contaminantes en esta importante region significa un grave riesgo para las
especies que ahi habitan, dada su potencial capacidad de inducir estrés oxidativo. Esto
ocurre por la accion directa de un elemento o compuesto que intervenga en el ciclo redox o
como una consecuencia de una biotransformacion a compuestos que alteren el ciclo redox
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Livingstone, 2001). Los efectos toxicos de la contaminacion
ambiental, especialmente a nivel celular puede, en parte ser adjudicada, a las especies
reactivas del oxigeno (ERO) (Regoli et al., 1998). Este efecto toxico es potencialmente
peligroso, dado que el ambiente marino llega a actuar como el receptor de muchos
contaminantes como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), Bifenilos
Policlorados (PCBs), metales de transicion, hidroxilaminas aromaticas y compuestos
nitrogenados aromaticos (Zenteno-Savin, 2002). Los metales pesados presentes en una
solucion son altamente reactivos y tienen la capacidad de combinarse rapidamente con
muchas moléculas. Entre ellas, se encuentran las que constituyen la membrana celular, tales
como las proteinas y los fosfolipidos. El mecanismo de la reaccion estard determinado por
la carga eléctrica (Perkins, 1981), por la presencia de estructuras quelantes, tales como

grupos SH, y por la estructura terciaria de las proteinas.



Los metales pesados, dada su alta reactividad, no son capaces de entrar a las células por
difusion idnica sin reaccionar con la membrana. Esto se ha comprobado en estudios in vitro
donde las células son expuestas a compuestos metalicos inorganicos. In vivo, los metales
siempre forman complejos con una gran variedad de compuestos ligantes, en lo que estan
incluidas moléculas como glutation, cisteina y otros aminoacidos; asi como diversos
metabolitos, entre ellos el &cido citrico, aniones inorgéanicos, etc. Tales compuestos
constituyen la membrana celular y compiten por los metales pesados con ligantes difusibles
(Foulkes, 1996). Algunos metales entre los que estan incluidos cobalto (Co), Hg, niquel
(Ni), Cd, molibdeno (Mo), vanadio (V), Cr, aluminio (Al), Se y As (estos dos ultimos
pertenecientes al grupo V de la tabla periddica con propiedades intermedias entre metales y
no metales) han sido considerados causantes de un incremento en la tasa de produccion de
ERO, por lo tanto, de estrés oxidativo. En estudios in vitro han observado la peroxidacion
de lipidos en células aisladas expuestas a metales, lo cual se ha confirmado en
experimentos in Vivo en organismos que fueron inyectados con metales. Se ha concluido
que la peroxidacion puede ser una consecuencia del dafio al tejido y la disminucion del
Glutation (Foulkes, 1996). Algunos de los elementos que se han registrado en ésta drea han

sido Pb, Hg, Cd, Se y As, los cuales se discuten con mayor detalle a continuacion.
Plomo

Los animales y plantas frecuentemente son expuestos al Pb generado de vehiculos
automotores, pinturas, baterias de acido-plomo y por la contaminacion de alimentos y

. , . . +2 +4 : ’ 4
bebidas, comunmente tiene dos valencias, Pb~ y Pb™", y no cataliza por si solo las



reacciones con radicales libres. Este elemento es neurotoxico y puede causar dafio a los
eritrocitos, al sistema inmune y al rifion. El mecanismo de toxicidad del Pb inhibe el 4cido
delta-aminoloevolinico, con lo cual se acumula y oxida la hemoglobina a metahemoglobina
acompanada de una acelerada formacion del radical super oxido (O, ™). El Pb depende de la
homeostasis del calcio, lo que le da la posibilidad también de interferir con el liberador del
neurotransmisor dependiente del calcio. E1 Pb*" se introduce a las células a través de los
canales de Ca combinandose rapidamente con los grupos —SH de las proteinas. En altas
concentraciones puede causar la disminuciéon de GSH (Halliwell y Gutteridge, 1999). En el
Delta del Rio Colorado se ha determinado hasta 2.0 pg/g (dw) en almejas de agua dulce
(Corbicula sp.) 1.4 ng/g (dw) en peces, 3.46 pg/g (dw) en sedimentos y 1.7 pg/g (dw) en

langostinos (Garcia-Hernandez et al., 2001).
Mercurio

El Hg es conocido por el impacto que caus6 en los afios 60’s en la bahia de Minamata,
Japon. Este elemento lleg6 a dicha region con el agua de desecho del lavado de tanques que
almacenaban fertilizantes en los que era uno de sus componentes activos. Los peces y
moluscos bioacumularon en su organismo este metal y posteriormente fueron consumidos
por los pobladores de esta region, causando dafios neurologicos. EI Hg es biotransformado
a una forma altamente téxica con metil-mercurio, un potente agente neurotdxico. Su
mecanismo de accion es desconocido, sin embargo, se ha sugerido que este compuesto
aglutina los grupos —SH y, bajo ciertas circunstancias, acelera la formacion de Fe*” que a su

vez induce la peroxidacion de lipidos. El estrés oxidativo puede originarse como una



consecuencia del dafio mitocondrial inducido en el cerebro por CH3Hg. Se ha reportado que
bajas concentraciones Hg*+ (< 10° M) pueden producir un exceso de radicales O, por
neutréfilos humanos, aunque también altas concentraciones de Hg®+ disminuyen los
radicales O," por el dafio celular causado (Halliwell y Gutteridge, 1999). En el Delta del
Rio Colorado este elemento se encuentra en organismos de vida silvestre con una

concentracion maxima de 0.89 pg/g (dw) (Garcia-Hernandez et al., 2001).
Cadmio

Es considerado uno de los elementos mas téxicos, mutageno, teratdgeno y carcindégeno, su
mecanismo de toxicidad es pobremente entendido (Patel et al., 1993; Brines y Robbins,
1992; Kiedrowski, 1997). Experimentos realizados in vivo han permitido estimar como
consecuencias directas a la exposicion del Cd, son la peroxidacion de lipidos y el
decremento en la actividad de la Glutation Peroxidasa (GPx). (Zenteno-Zavin, 2002). Se
sabe que este elemento induce estrés oxidativo al reducir el complejo glutation almacenado,
ademas de ligar proteinas con grupos sulfidrilos e inhibir la SOD in vivo, generando ERO
(Brorson et al., 1994; Roettger y Lipton, 1996). En Japon, este metal es el causante de una
enfermedad llamada Itai-itai, la cual se observo cuando el Cd procedente de una mina se
descargd hacia el interior de un rio el cual era empleado para distribuir agua potable a la
comunidad (Halliwell y Gutteridge, 1999). En organismos y sedimentos del rio Hardy se

han observado concentraciones de 0.8 pg/g (dw) (Garcia-Hernandez et al., 2001).

Selenio



El Se tiene propiedades de los elementos metalicos y no metalicos, clasificado como un
metaloide. Este elemento es requerido en pequefias cantidades para todos los organismos,
sin embargo, en concentraciones no muy por arriba de las necesarias es altamente toxicore,
especialmente en aves y peces. Los casos de envenenamiento por Se en humanos son muy
pocos y su mayor efecto lo tiene sobre fetos en desarrollo. En la vida silvestre se ha llegado
a determinar que este compuesto causa grave impacto. La via principal de asimilacion de
Se en el organismo es la ingesta (Harte et al., 1984). También forma parte importante de la
enzima glutation peroxidasa, al tener en cada molécula de esta enzima un 4tomo de Se,
ademas de estar en el sitio activo de la selenocysteina (Halliwell y Guttieridge, 1999). De
manera natural en el Delta del Rio Colorado se observa la presencia de Se, que se arrastra
desde las formaciones rocosas del cretacico en las montafias de Colorado, E.E.U.U. Este
metaloide se transporta en la columna de agua como selenato (Se IV), que es la forma mas
disponible, por lo que se bio-concentra a través de la cadena alimenticia, andlisis de agua
en diversos puntos en la parte alta del Rio Colorado han determinado una concentracion de
Se de 1300 pg/L (0.2 pg/L valores normales) (Presser et al., 1994; Skorupa et al., 1996;
Garcia-Hernandez et al., 2001). Este compuesto se ha detectado en sedimento (0.8-1.8
mg/kg), agua (5-19 pg/L), plantas acuaticas (0.03-0.17 mg/kg dw), peces (2.5-5.1 mg/kg
dw) y huevos de aves (5-10 mg/kg dw) del Rio Colorado (Garcia-Hernandez et al., 2001,

Garcia-Hernandez, 20006).



Contaminantes no persistentes

Otro tipo de contaminantes encontrados en el Rio Hardy son los compuestos organicos no
persistentes, como los plaguicidas organofosfatados, los cuales inhiben la enzima
acetilcolinesterasa, responsable de trasmitir el impuso nervioso de una célula nerviosa a un
receptor especifico como lo pude ser otra célula nerviosa o una célula muscular. En esencia
es un interruptor del impulso nervioso, que termina cuando la acetilcolina se rompe
generando colina y &cido acético. Sin esta enzima el impulso nervioso continuaria de
manera permanente. La inhibicion de acetilcolinesterasa es un proceso reversible y el
tiempo estimado de recuperacion en humanos es de inmediato a 4 dias, aunque esta en
funcion de la dosis, tipo de pesticida y tiempo de exposicion (Ware, 1986; Fukuto, 1987,

Baron, 1991).

En los valles agricolas de Mexicali y San Luis Rio Colorado se utilizan diversos
plaguicidas para el control de plagas que tienen como objetivo los sembradios de algodon,
trigo, alfalfa, cebolla y algunas otras hortalizas. La organizacion mundial de la salud
establecio en 1967 que “de todos los compuestos venenosos conocidos, los de origen
natural son los mas fuertes”. La veracidad de esta frase no es tan importante como el hecho
de saber que en la naturaleza se encuentran substancias o compuestos que son efectivos
agentes de control de plagas. A continuacion se describen los tres grupos principales de

plaguicidas que se utilizan en estos campos agricolas.

Piretroides



Los plaguicidas que se derivan de las plantas se pueden catalogar en varios grupos, uno de
los mas grandes es el que tiene como origen el piretrum y sus compuestos sintéticos se
llaman piretroides, tiene su origen en el crisantemo. Actualmente existen mas de 20
piretroides que constituyen el agente de control quimico mas grande en el mundo (Ray,
1991). Estos compuestos pueden ser extraidos de matrices biologicas o sintetizados en
laboratorios comerciales, siendo la matriz mas comun el tejido vegetal. El desarrollo de
estos plaguicidas a partir de origenes naturales ha crecido enormemente en los ultimos afios
(Kamrin, 1997). Este grupo de plaguicidas interfiere con el balance de iones de sodio en las
uniones nerviosas, producen una fuerte reaccion colinérgica a los insectos pero no son los
suficientemente fuertes para matarlos (Ray, 1991). En general, estos plaguicidas se
consideran moderadamente toxicos, sin embargo altas dosis de piretroides pueden ser
fatales (Ray, 1991). No hay evidencia que sugiera efectos de teratogenicidad o
mutagenicidad, a excepcion de la cipermetrina que es considerada carcinogénica. El 6rgano

blanco de los piretroides es el sistema nervioso central e higado (Ray, 1991).
Carbamatos

Los carbamatos fueron desarrollados comercialmente hasta principios de 1950. Se
consideran insecticidas, aunque dentro de esta familia se encuentran herbicidas y
fungicidas. Han reemplazado a los compuestos organoclorados como plaguicidas para el
control de plagas en los sembradios de citricos, forraje, algodon, vegetales verdes, pastos y
también para el uso domestico. Son dirigidos hacia una gran variedad de invertebrados

como arafias, gusanos termitas, etc. Son inoloros e incoloros, cristalinos a temperatura
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ambiente, y estables cuando se exponen a la luz, aire o calor durante su almacenaje
(Kamrin, 1997). Se derivan del 4cido carbomico, originalmente fueron encontrados en la
semilla de calabaza que crece en el oeste de Africa. Estos extractos contienen un compuesto
llamado fisostigmina, que es un ester-metil-carbamato (Baron, 1991). Muchos de sus
efectos han sido documentados en compuestos derivados y naturales. Una desventaja de
estos compuestos es que no tienen especificidad (Baron, 1991). Aunque los insecticidas
carbamatos producen los sintomas relacionados con la inhibiciéon de acetilcolinesterasa,
ellos no parecen inducir un retraso neurotoxico en reacciones similares a las observadas con
algunos compuestos organofosfatados. Los carbamatos son altamente toxicos para muchos
tipos de aves con dosis letales medias (LDso) de 1.78 mg/kg a 5.34 mg/kg. En organismos
acuaticos, estos compuestos se catalogan de moderados a altamente toxicos con LDsg de 0.9

hasta 10 mg/kg (Boron, 1991; Kaloyanova y El Batawi, 1991).
Organofosfatados

Los organofosfatados son los insecticidas mas utilizados y se emplean como herbicidas y
fungicidas. A pesar de su descubrimiento a principios del siglo XIX no fue sino hasta 1953,
que se descubrieron los efectos de estos compuestos. Estos plaguicidas se caracterizan por
tener un atomo central del fosforo y numerosas cadenas. Muchos de estos compuestos se
componen de demetoxi y dietoxi, estructuras generales del malation y paration. Presentan
como caracteristica principal una menor persistencia en el ambiente, se consideran
altamente toxicos para los vertebrados. Son mds eficaces si son ingeridos o tienen contacto

directo con el exoesqueleto de los organismos (Gallo y Lawryk, 1991).
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Biomarcadores

A través del tiempo, la humanidad ha tratado de entender las condiciones actuales de los
ecosistemas para predecir las futuras. A menudo se ha recurrido a indicadores que son
simples supuestos faciles de interpretar, que permiten aislar aspectos clave del ambiente
(NCR, 2000). En realidad son respuestas primariamente biologicas a fendmenos o procesos
quimicos, bioldgicos o fisicos que se pueden combinar de acuerdo a las necesidades (Noss,
1990; Niemi y McDonald, 2004). Actualmente en el campo de la toxicologia ambiental se
utilizan las respuestas fisiologicas, bioquimicas y etoldgicas de los organismos para evaluar
las consecuencias de compuestos xenobiodticos en medios silvestres; por consiguiente, la
eleccion de la especie objetivo es de vital importancia. El organismo que sea utilizado para
evaluar efectos toxicologicos, debe de tener como caracteristicas esenciales, movilidad nula
o0 escasa, alimentacion de tipo filtrador, detritofago o planctofago, y de rapido crecimiento.
Algunos otros autores manejan que la presencia, abundancia y distribucion de la especie
seleccionada debe de ser susceptible a presencia de contaminacion (Mejia et al., 2002). Sin
embargo, con las herramientas actuales se puede determinar la afectacion al medio a través
de los cambios a nivel celular (Dahlhoff, 2004). La aplicaciéon y por consecuencia las
definiciones de los biomarcadores se han desarrollado de manera conjunta con la
tecnologia, incorporandose a programas de monitoreo desde la década de los 80’s
(Narbonne, 2000). Como resultado de estos programas se propuso identificar cambios de
tipo bioldgico debido a la exposicion de contaminantes (Nasci et al., 1999). A este conjunto
de cambios se le denomind biomarcadores, los cuales pueden ser cuantificados a través de

observaciones y/o medidas (Amiard y Amiard-Triquet, 2002) causadas por una amplia
12



variedad de contaminantes presentes en el ambiente (Lam y Gray, 2003). Aunque
tipicamente se define a un biomarcador como a una medida cuantitativa de un cambio en el
sistema bioldgico que responde a sustancias xenobidticas que dejan efectos biologicos, la
cualidad de responder a diversos compuestos ha dificultado uniformar una definicion tnica

y sobre todo para estimar la respuesta del organismo en ambientes no controlados.

Biomarcadores de estrés oxidativo

Todos los organismos aerobios estdn bajo una presion oxidativa constante por el oxigeno
molecular y sus metabolitos, que son productos del proceso metabdlico de O, y de una
simulaciéon pro-oxidante. Hasta antes de la descripcion del anion radical super-oxido
dismutasa (SOD) por McCord y Fridovich (1969), los estudios que se realizaban acerca de
la produccién bioldgica y los procesos fisiologicos de las ERO eran una gran conjetura. A
partir de este suceso, muchos otros compuestos endoégenos cuyas funciones son el control o
regulacion de ROMs en los sistemas biologicos han sido definidos. El analisis directo de
ROMs en muestras bioldgicas es muy dificil debido a la reactividad intrinseca. La mayoria
de la evidencia asocia su produccion con procesos fisioldgicos y eventos pato-fisiologicos
anormales como resultado de mecanismos de defensa (Cotgrave et al., 1988). Basicamente
estas ERO son el producto de una incompleta reduccion de oxigeno a agua durante el
proceso normal del metabolismo aerobio. Algunos productos secundarios resultantes de
esta reaccion representan una seria amenaza para todos los organismos aerobios. Las ERO
pueden ser oxigeno divalente ', O,”, HO, y NO', que intervienen en etapas cruciales de

procesos fisioldgicos, antioxidantes bioquimicos (ej. GSH, acido retinoico, tocoferoles) y
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reacciones enzimaticas del hospedero proveen del potencial de reduccidon necesario para
mantener el estado de balance oxido-reduccion. La exposicion a cambios ambientales tiene
como consecuencia un cambio en las condiciones del estatus de oOxido-reduccion a un
estado mas oxidado, este cambio en las condiciones celulares es conocido como estrés
oxidativo, estd acompafiado por una disminucion en la concentracion de antioxidantes por
los cuales la célula responde al estrés incrementando la actividad de enzimas antioxidantes
restaurando las defensas para re-establecer el balance de oxido-reduccion (Dalton et al.,
1999). Estos mismos autores (0p.Cit) mencionan que el evento inicial que activa el oxigeno
en los sistemas biolodgicos es un cambio del spin en el electron pareado, causado por: a) El
salto de un electron a un nivel de energia mas alto, lo cual produce electrones no pareados
con spin antiparalelos; b) La reduccion de un atomo de oxigeno por un electron; c) por la
abstraccion de un electrén (o hidrogeno) de una compuesto organico donde se producen
OH’ que al reaccionar a su vez con *°, producen H,0, y d) por la activacion enzimatica del

oxigeno, que en este caso la enzima 6xido-nitrico sintetiza y cataliza la produccion de NO'.

El estrés oxidativo en organismos marinos ocurre cuando el oxigeno actuia como Unico
substrato en la fosforilacion oxidativa, que genera la mayoria del ATP requerido para el
metabolismo celular por lo tanto, cuando el oxigeno es parcialmente reducido, es
potencialmente peligroso para la mayoria de los organismos multicelulares (Zenteno-Savin,
2002). Los parametros ambientales como la temperatura, exposicion a la luz, alimentacion
y cantidad de O, son factores importantes para la generacion de radicales libres. En

ambientes marinos la ubicacion geografica, profundidad, alimentacion (tanto tipo como
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disponibilidad) también pueden influir de una importante manera (Zenteno-Savin, 2002).
Los efectos toxicos de la contaminacion ambiental, especialmente a nivel celular, pueden
en parte ser adjudicados a las ERO (Regoli et al., 1998). Desde esta perspectiva las especies
mas estudiadas han sido los mejillones Mytilus edulis, M. galloprovinciales, el ostion
Crassostrea gigas y algunos peces pertenecientes al género Mugil. Estas especies se ha
determinado que metales de transicién, como Cu y el Fe, debido a la capacidad de presentar
diferentes estados de oxidacion, pueden actuar como pro-oxidantes, induciendo la
produccion de ERO y peroxidacion de lipidos (Stohs y Baghi, 1995). Algunos de los
efectos toxicos mas severos observados en organismos marinos expuestos a metales
pesados se deben a procesos relacionados con la membrana. A continuacion se describen
los biomarcadores mas cominmente utilizados para evaluar el dafio causado por metales y

compuestos organicos.
COMPLEJO GLUTATION
Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa fue inicialmente descubierta por Mills en 1957 como un enzima
eritrocitica que protege de ataques oxidativos (Michel et al., 2001). GPx pertenece a una
familia compuesta por 6 enzimas, desde la GPx1 hasta la GPx6. La GPxl es la
selenoperoxidasa mas abundante y comun, es expresada en la mayoria de los tejidos, al ser
una enzima antioxidante se espera un incremento de su actividad ante la exposicion de
compuestos que produzcan ERO (Floeh et al., 1973 Rotruck et al., 1973; Cheng et al.,
1997, 1998).
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A principios de los 70’s dos grupos de trabajo demostraron que la GPx1 es una enzima
seleno-dependiente (Floeh et al., 1973; Rotruck et al., 1973). Subsecuentemente la
selenocisteina (SEC) fue identificada como parte de la molécula de la proteina GPx.
Actualmente SEC es reconocida como uno de los 21 aminoécidos esenciales, debido a que
presenta una estructura similar a la cisteina. El Se puede encontrarse en muchas
presentaciones quimicas, como es la selenometionina (Behne y Kyriakopoulos, 2001). Este
elemento traza esencial, probablemente le confiere sus funciones metabolicas a las
selenoproteinas, especialmente en forma de SEC. Estudios in vitro han demostrado la
participacion del GSH en procesos de detoxificacion en los que cataliza la reduccion de

peréxido de hidrogeno y lipidos peroxidizados.

Glutation Transferasa

Las glutation transferasas han sido histdricamente llamadas Glutation S-transferasas,
comunmente denominadas como GST. Esta enzima cataliza ataques nucleofilicos por
glutation reducido (GSH) o compuestos no polares que contienen un atomo de sulfuro,
nitrogeno o carbon electrofilico (Hayes et al., 2005). Es de mucho interés para toxicologos
y farmacoélogos por su capacidad de metabolizar agentes quimioterapéuticos, insecticidas,
herbicidas, carcinogénicos, y productos de estrés oxidativo. Por este motivo ha sido el
objetivo de muchos medicamentos usados en terapias anti-cancerigenas (Ruscoe et al.,
2001). La sobre-expresion de GST en células tumorosas en mamiferos ha sido tomada
como una accion de resistencia a varios agentes anti-cancerigenos (Hayes y Pulford, 1995).

Elevados niveles de GST han sido asociados con la tolerancia de insecticidas y herbicidas
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(Hayes et al., 2005). En microbios, plantas, insectos, peces y mamiferos la expresion de
diversas GSTs son seguidas de una exposicion a compuestos pro-oxidantes (Allocati et al.,
2003). En este contexto se ha determinado la actividad de la GST en organismos marinos

como la almeja islandica (Chlamys islandica).
Peroxidacion de Lipidos (TBARS)

La peroxidacion de lipidos estd altamente relacionada con la formacion de radicales
reactivos e inestables a nivel de membrana celular, con subsecuentes reacciones que tienen
como consecuencia directa la oxidacion y muerte celular (Klaassen y Watkins, 2001). Los
perédxidos lipidicos alteran la estructura primaria de las moléculas enddgenas a través de la
fragmentacion de moléculas, destruyendo a los lipidos en las membranas celulares,
generando formas toxicas endogenas como los radicales lipidos, LOO y LO , especies
reactivas de gran vida media, afectando a moléculas como el ADN (Hutchinson, 1985),
proceso llamado desintegracion hidrolitica del ADN (Klaanssen y Watkins, 2001). La
peroxidacion de lipidos o lipoperoxidacion se ha asociado también con la pérdida de
fluidez, reduccion del potencial, incremento en la permeabilidad de la membrana a iones y
muerte celular. Estudios acerca de los niveles de estos lipidos como respuesta a
contaminantes en invertebrados no se han llevado a cabo, en vertebrados acuaticos uno de
los relacionados con este trabajo es el de Faimali et al. (2006) donde analizan peces de un
sitio pristino y los contrastan con peces en sitios impactados con metales pesados como Cu,
Zn, Hg, Pb, Cd, mostrando que los niveles de lipidos peroxidados aumentan en presencia de

metales pesados. Verlecar et al. (2005) demostraron que los niveles de lipidos peroxidados
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en hepatopancreas de mejillon verde P. viridis expuesto a '/1o de Lsy de Hg clorhidrico
durante 5, 10, 15 dias con recambios de agua diaria a una razén de 1.5 L/organismo
determinando que solo existen diferencias significativas entre las concentraciones de
TBARS de los organismos del control y los organismos del tratamiento de 5 dias, pero no
con los dos restantes tratamientos con concentraciones menores a 3 nmol min” mg™ .
Dorbal et al. (2005) determinaron en areas impactadas por quimicos agricolas tejido
hepatico y suprarrenal en el chupa-lodo Catastomos commersoni, mostrando altos niveles
de lipidos peroxidados (8,000 nmol min" mg™) tanto en higado como en hepatopancreas.
En el 2006 Cantl realiza un estudio en la almeja Chocolata (Megapitaria squalida),
relacionandola con yacimientos de fosforita y plantas termoeléctricas y de almacenaje de
hidrocarburos, determinando que los niveles de TBARS (0.3 nmol min' mg"'), no
representan efecto por contaminacion antropica. Monserrat et al. (2003) determinan los
niveles de estos lipidos en diferentes tejidos de invertebrados, dos especies de poliquetos y
un cangrejo, utilizando el método FOX (ferrous oxidation/xylenol orange method) y
TBARs, concluyendo que existen marcadas diferencias entre estos métodos, mostrando que
el método FOX es mds sensible y detecta concentraciones mayores en el tejido completo
de poliquetos (127.05 nmol min™ mg") que en branquias de cangrejo (52.65 nmol min™
mg"). Zanette et al. (2006) determinaron en zonas impactadas por contaminantes urbanos,

hasta 1,500 nmoles/tejido htimedo (TH) en el ostion C. rhizophorae con el método FOX.

Proteinas carboniladas
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El ensayo de las proteinas carboniladas (PC) es considerado como un método general para
determinar dafio en las proteinas, generado interés, debido a que los metales de transicion
actian danando un sitio especifico de las proteinas, transformandose en una fuente de
carbonilos (Halliwell y Gutteridge, 1999). La reparacion del dafio causado en las proteinas,
dependerd de la asimilacion, distribucion, almacenaje, biotransformaciéon y eliminacion de
los toxicos. La concentracion de PC se ha relacionado estrechamente con la actividad de la
enzima antioxidante GST y esta a su vez con la cantidad disponible de GSH el cual sirve
como co-factor en la actividad de la GST, esto ha sido documentado en humanos realizando
ejercicio (Meister y Anderson, 1983; Li y Leichtweis, 1997; Nussetti et al., 2001; Hammed
et al., 2004; Velecar, 2005;), en otras palabras la actividad de la GST decaera cuando la
defensa antioxidante es incapaz de contrarrestar el ataque de las ERO’s y la concentracion

de PC aumentara (Li y Leichtweis, 1997).

En el camaron Penaeus monodon expuesto a endosulfan y deltametrin se observd un
incremento notable en los niveles de proteinas carboniladas, 2.1 veces sobre los niveles
basales (Dorts et al., 2009). Verlecar (0p. cit). determina diferencias significativas hasta 10
dias de ser expuestos con una concentraciéon no mayor de 30 nmol min” mg™ . Dowling et
al. (2006) determina mediante el método blotting, una expresion de casi el doble en manto
de la almeja R. decussatus cuando es expuesta a diversas concentraciones de Cu disuelto en
agua. En el cangrejo estuarino Neohelice (Chasmagnathus) granulata, Sabatini et al. (2009)

registraron un drastico aumento en la acumulacion de metales pesados en funcion a la
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salinidad con lo cual la oxidacién de proteinas se aumenta después de 4 semanas de

exposicion.
Especies Centinelas

La definicién de especie centinela o especie indicadora esta en funcion del tipo de estudio.
En este caso se acufiara la establecida por Mejia et al. (2002) en la cual se considera a una
especie centinela como aquella que es capaz de tener una respuesta a una variacion en el
ambiente, climatica, ecoldgica, por contaminacion y por cualquier otro factor que se suscite
en el area o sitio delimitado, presenta como caracteristicas esenciales presencia en todo el
afo y en todos los puntos de muestreo, ciclo de vida relativamente corto, filtrador y con la
capacidad de bioacumular contaminantes sin que esto represente un afectacion letal. Con
base a lo descrito por diversos autores como Glenn et al. (1996), Garcia-Hernandez et al.
(2001 y 2006), e Hinojosa-Huerta et al. (2007) se ha concluido que la diversidad acuatica
en Rio Hardy es poca observandose algunos ejemplares de tortugas de rio o de caparazon
blando (Apalone spinifera), Carpa comun (Cyprinus carpio), lobina negra (Mycropterus
salmoides), bagre (Ictialurus puntactus), mojarra aretera, sardina (Clupeide sp.), Curvina
(Cyanoson) y el balano Balanus amphitrite. Esta tltima especie se designé como
organismo centinela en el rio Hardy y a pesar de que el Alto Golfo es un ambiente
completamente marino, debido a las caracteristicas intrinsecas de esta zona, no se
encontraron balanos por lo que se eligié a la almeja blanca, Chione cortezi, ya que es la
unica capturada durante todo el afio. Aspectos generales de las especies designadas se

describen a continuacion.
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Balanus amphitrite

B. amphitrite es un balano que pertenece al phyllum Arthropoda subphyllum Crustacea,
Clase Maxilopoda, Subclase Cirripedia, Orden Thoracica y Familia Balanidae (Darwin,
1854), presenta un ciclo de 6 estadios como nauplio, uno como larva cirripedia, la cual
tiene la cualidad de elegir el mejor substrato para fijarse y posteriormente desarrollarse,
ocurriendo un proceso de metamorfosis dando como resultado un organismo juvenil, la
seleccion del substrato es un tema que se ha discutido ampliamente considerando diversos
parametros ambientales como la temperatura, salinidad y disponibilidad de la comida como
factores que influyen directamente (Anil et al., 2001; Desai y Anil, 2004). Generalmente se
les encuentra en ambientes estuarinos o marinos, en zona intermareal o submareal. Es sésil,
adherida de manera permanente en superficies artificiales boyas, muelles y embarcaciones;
o naturales como en raices de mangles, cangrejos, corales, ballenas, tortugas etc. (Henry y
McLaughlin 1965 y 1967, McLaughlin y Henry 1975; Gomez-Daglio, 2002). Zullo et al.,
(1972) describen a B. Amphitrite como una especie tropical que se distribuyé en todo el
mundo a consecuencia de la fijacion de larvas en barcos y puertos de rutas maritimo-
comerciales. Este balano al igual que una gran mayoria de ellos presenta una alimentacion
planctéfaga y tiene como presas objetivo a copépodos, larvas de moluscos, ascidias e

inclusive larvas cirripedias (Darwin, 1854; Anderson, 1992; Gomez-Daglio, 2002).

Se ha determinado un tipo de proteina denominada CMP (Cyprid Major Protein) la cual es

bioquimica e inmunoldgicamente similar a la vitalogenina, y estd directamente relacionada
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con el proceso de fijacion de la larva, proceso influenciado por la temperatura (Satuito et

al., 1996).

En zonas contaminadas y no contaminadas de Argentina se han reportado los parametros de
crecimiento, produccion y dindmica de poblaciones en areas afectadas por aguas residuales,
concluyendo que existe una relacion directamente proporcional entre la densidad
poblacional y la calidad del agua, que la longitud del orificio en el primer afo de vida
registra de 4.9 a 5.1 mm y la tasa de crecimiento ha sido la mas pequefia que se ha

registrado para esta especie (Calagno et al., 1997 y 1998).

Jefrey y Underwood (2001) determinan que la longevidad del balano Chamaesipho
tasmanica esta relacionada directamente con su talla en organismos adultos, sin embargo
también existen reportes donde sefialan que no se pueden comparar los crecimientos entre
organismos de diferentes zonas ya que el crecimiento estd afectado por parametros

ambientales que pueden cambiar entre las puntos del area de estudio.

Desde una perspectiva ecotoxicologica B. amphitrite ha sido utilizado como especie
indicadora de metales pesados en ambientes marinos, dado que presenta un gran capacidad
de acumulacion ya sea a través del agua o cuando filtra para alimentarse. Desde que Walker
et al., (1975) plantearon la posibilidad de que el balano era un buen indicador de la
acumulacion de Zinc en forma de granulos depositados en las estructuras del intestino, se
ha empleado en programas de monitoreo en China en los que se han obtenido
concentraciones de Zn que van de 2,726 hasta 11,990 mg/Kg (Phillips y Rainbow, 1988,

Rainbow, 1995). Este mismo autor (2005) determind la eficiencia de acumulacion de
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metales pesados como Ag, Cd, Zn en balanos alimentados con diatomeas. Ruelas-Inzunza y
Péez-Osuna (1998) determina en el puerto de Mazatlan (Sinaloa), la concentracion de Cd,
Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en tres especies de balanos, Balanus eburneus, Fistubalanus
dentivarians y Megabalanus dentivarians determinando cambios estacionales en Cd y Pb,
ademads de concluir que en la boca del puerto es donde se registran los mayores niveles de
estos metales. Faimali et al. (2006), los utilizaron como bioindicadores de afectacion
toxicoldgica por exposicion a compuestos metalicos y no metalicos considerando la
velocidad de natacion en estadio larvario como biomarcador. Estos autores determinaron
también que a bajas concentraciones de Hg (mercurio clorhidrico), CuPT (piritiona de
cobre), ZnPT (piritiona de zinc), ES (Eserina), MTM (Metomil), Cd (Cadmio clorhidrico),
MDT (mercaptodimetor), y CI (cidial), se observa una elevada mortalidad, concluyendo

que es un organismo sensible.

A pesar de sus caracteristicas intrinsecas, el balano B. amphitrite, no ha sido estudiado en

otros campos de la toxicologia.

Chione californensis

Este organismo, conocido como almeja blanca en al alto Golfo de California, es de
importancia comercial ya que es un medio de sostén para los pescadores en la época de
veda de otras especies mas rentables como el camaron y la curvina. Es una especie de
regular tamafio que presenta gran abundancia en la boca del alto Golfo de California. En
1975 Nunez-Esquer determina en estas almejas hasta 20 ppm de DDT, y antiguamente se

creia que era una sola especie la que se distribuia en esta zona, pero estudios morfoldgicos
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y genéticos realizados por Licona-Chavez et al. (2007.) mostraron que hay un diferencia
entre la especie y C. californiensis y Chione subimbricata. Goodwin et al. (2001) asi como
Schoene et al.,, (2002) determinaron un crecimiento anual de 25 mm ocurriendo
principalmente en los meses de verano, sin embargo, no se ha descrito su dinamica
poblacional o sus parametros poblacionales como la tasa intrinseca de crecimiento (K),
Longitud infinita (Loo) y Talla de nacimiento (Ty). Cadena et al. (2009) determino 9.2, 5.70,
189 y 91.8 mg/kg de Pb, Cu, Fe, y Zn respectivamente, atribuyendo las concentraciones de
estos metales a la actividad antropogénica ocasionada por la pesca riberefa y de altura, asi

como por el flujo de las descargas residuales del riego agricola.

JUSTIFICACION

El inicio de las actividades agricolas en los margenes del Delta del Rio Colorado tuvo como
consecuencia el nacimiento de las actuales ciudades de San Luis Rio Colorado y Mexicali,
con ello, un gran niimero de asentamientos humanos sin un sistema de drenaje urbano
utilizando los drenes agricolas desde los afios 60’s. En esta perspectiva el rio Hardy se
convirtid6 en el dren colector principal y en el cuerpo receptor de descargas agricolas,
urbanas e industriales. Recientemente en octubre del 2007 inici6 el funcionamiento de una
planta de tratamiento de agua (Las Arenitas) con una capacidad total de 1.6 m3/s, de los

cuales el 50% (0.8 m?/s) se tiene contemplado que entre al Rio Hardy.

Con base en lo mencionado anteriormente, el agua vertida en el rio Hardy, lleva una gran
cantidad de fertilizantes, herbicidas, plaguicidas organofosfatados, carbamatos vy

piretroides, usados actualmente para controlar las plagas de trigo y algodon sembrados en
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invierno y verano respectivamente. Lamentablemente, a pesar de ser una actividad muy
antigua se carece de control en el uso, tipo y cantidad de plaguicida aplicado. Como
ejemplo, en la temporada del 2004, se registrd extraoficialmente el empleo de 52,324 L de
metamidofos (plaguicida no autorizado por la CICOPLAFEST) en el cultivo de algodon

para cubrir la mitad del area fumigada (Vega-Cazares, 2002).

Establecido lo anterior, se genera la interrogante acerca de la afectacion estacional,
temporal de elementos traza y compuestos orgdnicos en los organismos presentes en el
cauce del Rio Hardy. El detectar si el grado de la afectacion es reversible o irreversible,
permitira estimar el nivel de deterioro del ecosistema y con ello, las bases para la
recuperacion del mismo. La deteccién de variaciones fisiologicas y bioquimicas seran
indicativos de las estrategias metabolicas que ayudan a las especies acudticas a sobrevivir

en un ambiente con cambios extremos y periddicos.

AREA DE ESTUDIO

El Rio Hardy es un tributario del Rio Colorado que fluye desde aproximadamente 40 km al
sur de la planta geotérmica de Cerro Prieto hasta la confluencia con el Rio Colorado, cerca
del parque turistico, en Campo Flores. Después de la confluencia continta por un tramo de
17 km hacia el sur. Presenta un cauce permanente que transporta aproximadamente 7.4 a
13.6 millones de m® (6,000 a 11,000 acres-pie) de aguas residuales agricolas al afio (CNA
1996), con una salinidad de 7 mg/kg en promedio (Garcia-Hernandez, 2006). Los flujos
actuales en este humedal varian a lo largo del afio segtn los patrones estacionales de riego.

La calidad del agua es problematica, especialmente de Julio a Noviembre cuando las tasas
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locales de riego son bajas y el flujo en los drenes disminuye. La alta salinidad del suelo
permite solamente el establecimiento de pino salado (Tamarix spp), una especie invasiva
con menor valor ecolégico comparado con el resto de la vegetacion nativa (Hinojosa-

Huerta et al., 2001)

La parte alta del rio presenta una profundidad constante durante todo el afio que varia entre
1 y 3 metros. Un Tramo del Rio Hardy se localiza fuera de la planicie de inundacion del
Rio Colorado, dentro del Distrito de Riego de Mexicali. A diferencia del corredor ripario,
en donde el flujo del rio esta sujeto a reducirse o hasta desaparecer dependiendo de como
varie el caudal de la cuenca. Rio arriba, en el Hardy, se encuentra un tramo que se desborda
con las crecidas del Rio Colorado, constituyendo una unidad ecoldgica integral cuyas
funciones dependen de la manera en que el agua fluye a través de las areas prioritarias para
la conservacion como humedales, lagunas someras y miles de hectareas de chamizo y pino
salado. En sus margenes existe poca predominancia de vegetacion nativa. En las areas altas
se encuentran mezquites y unos cuantos sauces y alamos a lo largo de las margenes del rio
(Fig. 1, tabla I). Asi como asentamientos humanos con diversas vocaciones econdomicas se
localizan en sus margenes, como son el poblado indigena Cucapa y diversos campos

turisticos como el Campo Mosqueda.
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Figura 1. Area de estudio. RioHardy y Alto Golfo de California
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Tabla I. Coordenadas geograficas en UTM's de cada uno de los sitios del muestreo.

No. Sitio X Y

1 Dren Durango 663257 3567202
2 Mosqueda 662659 3558848
3 Muioz 666560 3552213
4 Ramona 670137 3544988
5 Tapon exterior 671246 3547319
6 Tapo6n interior 671448 3547514
7 Golfo de Santa Clara 713486 3520675

Como zona testigo se establecio el estero del soldado, dado que es una un area pristina
donde se considera no hay impacto por actividades antropogénicas. Es una pequefia laguna
costera que se localiza, a los 27° 57° 10” LN y 110 58’ 40” LO, a 19 km al noroeste del
puerto de Guaymas y 9 km al este de San Carlos, en el Estados de Sonora. Este ecosistema
tiene un area de 1.85 km?” de los cuales 1.57 son espejo de agua con una profundidad media
de 0.6 m (Russell, 1981). La boca registra de 15 a 87 m de longitud en marea baja y alta

respectivamente con una profundidad promedio de 1.80 m. Se clasifica como un estuario
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negativo ya que tiene un gradiente de salinidad inverso, causado por un excedente de
evaporacion sobre la precipitacion y el escaso aporte pluvial lo que ocasiona aguas
hipersalinas (40 ppm) y salinidades de 35 ppm en la boca. La vegetacion dominante es el
manglar, con tres de las 4 especies registradas en el pais, Avicennia germinans (mangle
negro) Rhizophora mangle (mangle rojo) y Laguncularia racemosa (mangle blanco)
(Gtiereca, 1994). Lo que le da a este sitio una importancia desde una perspectiva ambiental,

ademas de ser un area de crianza y reproduccion para peces y aves (Fig. 2).
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de sitio control, El Estero del Soldado, en Guaymas Sonora.
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HIPOTESIS

A consecuencia de las descargas residuales agricolas y urbanas de los valles de Mexicali y
San Luis Rio Colorado, efectos bioldgicos negativos reversibles asociados a la época del
afio y flujo del rio, seran observados en balanos del Rio Hardy y almejas del Alto Golfo de

California

OBJETIVO GENERAL

Determinar la afectacion toxicologica por contaminantes organicos € inorganicos en
balanos y almejas del cuerpo receptor principal de las descargas agricolas y urbanas del

Valle de Mexicali y San Luis Rio Colorado y desembocadura del Alto Golfo de California

Objetivos Particulares

Determinar las concentraciones de Se, Hg, Cd y Pb, y plaguicidas organofosfatados en

tejido completo de dos organismos centinela, Balanus amphitrite y Chione californiensis

Estimar la actividad basal y afectacion en la actividad de las enzimas GPx y GST,
peroxidacion de lipidos y oxidacion de proteinas carboniladas como secuela del estrés
oxidativo ocasionado por la presencia de Se, Hg, Cd, Pb en los organismos centinelas B.
amphitrite y a C. californiensis, asi como determinar la actividad y grado de inhibicion de

la enzima acetilcolinesterasa en el balano B. amphitrite y la almeja C. californiensis,

ocasionado por plaguicidas organofosfatados

31



METODOLOGIA

De manera general se presenta una metodologia para la colecta, preservacion de
organismos, numero de viajes y toma de pardmetros fisicoquimicos, y en cada meta se

realizard una metodologia mas especifica:

Trabajo de Campo

Se realizaron 6 viajes de colecta bimensuales durante un afio, comenzando en el mes de
enero y terminando en noviembre 2007. Cubriendo el ciclo de aplicaciones de plaguicidas
de los dos cultivos mas importantes en la zona, tomando como criterio de seleccion de
sitios el nimero y tipo de drenes, barreras naturales y/o artificiales asi como su uso de
suelo, siendo los sitios seleccionados Dren Durango (Fig.3a y 3b) ya que en convergen
drenes de tipo agricola y urbano. Campo Mosqueda (Fig. 3¢ y 3d) debido a la actividad
turistica. Campo Mufioz (Fig. 3e y 3f) por localizarse en una convergencia con el rio
colorado. Campo Ramona (Fig. 4a y 4b) por ser el Gltimo campo turistico antes de la zona
estuarina. Tapon Norte (Fig. 4c y 4d), y Tapon Sur (Fig. 4e y 4f) por estar antes y después
de una barrera artificial construida para retener el agua en el Rio Hardy y evitar que fluya
hasta la desembocadura con el Golfo de California, y como punto testigo o blanco el Estero
del Soldado, en la bahia de Guaymas Son. En cada punto seleccionado se colectaron
troncos, ramas o cualquier substrato con balanos en 6 diferentes zonas (estas zonas siempre
seran las mismas, siendo diferente sélo el substrato donde se encuentren los balanos). Los
organismos colectados se etiquetaron individualmente y almacenados en frido hasta su

congelacion previa a los diferentes procesos en el laboratorio.
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Figura 3. a) Vista de los sitios de muestreo a) y b) Dren Durango, ¢) y d) Campo Mosqueda e) y f)

Campo Mufioz.
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Figura 4. Vista de los sitios de muestreo a) y b) Campo Ramona, c¢) y d) Tapén Norte, e) y f) Tapon

Sur.
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Trabajo de laboratorio

Proceso de muestras

Cada balano fue extraido de sus tecas y analizado de forma conjunta hasta registrar el peso
necesario para el analisis, el cual consiste en obtener el peso de la muestra para cada técnica
determinada sin importar el nimero de organismos. Se analizaron 6 pools por cada sitio de

muestreo y cada uno se analizaron por duplicado.
Bioensayo

Debido a escases de informacion del balano B. amphitrite expuesto a plaguicidas se realizo
1 bioensayo para observar un cambio en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa.
Consistio en colocar organismos de la zona pristina en acuarios con una solucion comercial
“SSOP Pesticide Mix 2 Simgma-Aldrich”, la cual contiene 6 plaguicidas a una

concentracion de 1,000 mg/k. Las concentraciones del bioensayo fueron 2, 5y 10 uL/L
Elementos traza

De manera general se analizara el elemento en su forma inorgdnica primeramente se
homogenizan y digieren, mediante un sistema de reaccion acelerada (MARSx®), 1.0 gr de
tejido humedo de balanos y hepatopancreas de almejas, agregando 5 ml de H,NOs, 3 de
H,0,, en rampa de temperatura y presion controlada. La digestion se hace en un grupo de 9
muestras, mas un duplicado, un blanco y una muestra con valor conocido que en este caso
se utilizd un material de referencia DORM-2 (Dog fish muscle, Certified Reference
Material for Trace Metals and Elemental Species, National Research Council Canada). Las

concentraciones de Cd, Pb, Hg y Se fueron determinadas en un espectrofotometro de
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absorcion atomica Perkin Elmer 1100. La metodologia empleada vari6 entre elementos. A

continuacion se describen de manera breve el proceso de analisis para cada uno de ellos

Mercurio

El Hg se detecta mediante un sistema generador de vapor frio. De cada muestra digerida se
toman 10 ml a la cual se agregan 250 uL de dicromato de potasio al 0.05 % para oxidar
todas las presentaciones quimicas del Hg. Posteriormente en la celda de reaccion se mezcla
cloruro estafnoso (al 10%) con acido clorhidrico (3M). De esta reaccion se libera una vapor

en el que se determina Hg a una longitud de onda de 253.7 nm.

Cadmio y Plomo

Para los metales Cd y Pb, se utiliz6 el método deteccion por flama, con el cual se requiere
un minimo de 5 mL. El fundamento de este método se basa en la absorbancia leida a 228.8

en Cdy 244.8 nm en Pb.

Selenio

Con ¢l Se se empleo un horno de grafito para aumentar la sensibilidad del equipo y poder

detectar a bajas concentraciones. Estos metales son leidos a 196.0 en Se.

Plaguicidas

La determinacion y deteccion de plaguicidas organofosfatados se realizo en el laboratorio
de residuos toxicos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. unidad
Hermosillo, siguiendo la técnica de Extraccion de plaguicidas organofosforados por

dispersion de matriz en fase solida (DMSF) con fundamento en la Norma Oficial Mexicana

36



028-Z0O0-1999. De manera general la metodologia se divide en tres procesos; Preparacion

de mezcla absorbente, Extraccion de plaguicidas y Deteccion.

La preparacion de la mezcla absorbente se prepara con carbon activado, 6xido de magnesio
y celite en proporcion 1:2:4 respectivamente. Previamente el carbon activado se lava con
agua destilada filtrandolo en un filtro whatman (#99) sobre un embudo de vidrio. El 6xido
de magnesio se disuelve en agua destilada y calentando de 70 a 90 °C, posteriormente se
lava y filtra en un filtro whatman (#99) sobre un embudo de vidrio. La Celite es lavada con
agua destilada hasta lograr un pH neutro y se filtra de la misma manera que el carbon
activado y el 6xido de magnesio. Una vez realizados los tratamientos anteriores, el carbon,
oxido de magnesio y celite, se secan a 150 °C por 12-14 hrs. Posteriormente cada reactivo
es macerado en un mortero (lo mas fino posible), de éste macerado se elabora la mezcla
1:2:4 de carbon activado, 6xido de magnesio y celite respectivamente. Estd mezcla se

guarda en desecador hasta el momento de utilizarla en la purificacion de las muestras.

La extraccion de plaguicidas se realiza considerando dos etapas: a) Dispersion y b)
Purificacion. A) Dispersion: Fortificado (referencia positiva).- Donde se pesan 0.5 g. de
tejido blanco en un mortero y se adiciona la mezcla de plaguicidas organofosforados (100
ul) para integrarlos a la matriz se agregan 0.6 g de silica y se inicia la dispersion hasta
lograr un polvo seco, para extraer a los plaguicidas de referencia de la matriz. De la muestra
se pesan 0.5 g. de tejido en el mortero y se agregan 0.6 g de silica y se inicia la dispersion

hasta lograr un polvo seco, para extraer los plaguicidas de la matriz.

Purificacion

37



En fondo de una jeringa de vidrio de 5 ml, se coloca fibra de vidrio, y se adiciona 1 g de
mezcla absorbente y la dispersion del mortero. Posteriormente verter diclorometano en el
mortero para enjuagar el polvo residual y agregarlo a la jeringa e iniciar la elusion. La
elusion es colectada en tubos conicos hasta completar 40 ml aproximadamente. Llevar a
sequedad el eluido mediante evaporacion con nitrogeno en un bafio con temperatura no
mayor a 40°C y con flujo de aire. Cuando se haya evaporado el diclorometano, re-

suspender con 100 pl de acetato de etilo e inyectar en el CG.
Deteccion

Para el andlisis de los plaguicidas organofosfatados se utiliz6 un cromatografo de gases
(CG) Varian modelo CP-3800 con un detector de ionizacion de flama, con columna
megaboro (J,& W Scientific, Canada) DB-5, longitud 30m, didmetro 0.53 mm y 1.5 mm de
pelicula. Se utilizéo un Programa Star Chromatography Workstation, version 5.51, bajo las
siguientes condiciones: temperatura inicial de 100°C por 1 min para luego iniciar un
calentamiento a 8° C/min hasta llegar a 250° C manteniéndose esta temperatura 1 min, con
un segundo calentamiento a 25° C/min hasta llegar a 280°C permaneciendo a ésta
temperatura 4 min. La temperatura del inyector fue de 220° C y del detector de 220°C. Se
utiliz6 como gas acarreador nitrogeno UAP (ultra alta pureza) con un flujo en columna de
30 ml/min para nitrogeno, 140 ml/min, para aire uno, 170ml/min para aire dos y 14 ml/min

de hidrégeno.

Glutation Peroxidasa
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La actividad de la GPx se analiz6 utilizando una modificacion a la metodologia empleada
por Folhe y Giinzler (1984), en un espectrofotometro UV-Vis a 340 nm de longitud de
onda. La actividad de la GPx se obtiene del monitoreo del decremento continuo de NADPH
al mantener constantes los niveles de GSH. Previo al anélisis de Para realizar este proceso
se pesaron y colocaron 100 mg de balanos sin tecas y/o 100 mg de glandula digestiva de
almejas en un tubo eppendorff y 200 o 300 uL de perlas de vidrio de 0.1 mm y 2 ml de
solucion para homogenizar y 20 pL de solucion PMSF. Se colocaron en un homogenizador
horizontal con agitacion continua de 30 s. Este paso se repitié 2 veces. El homogenizado se
centrifugd a 3000 G durante 25 min a 4 °C recuperando el sobrenadante para su analisis.
Para determinar la actividad de la GPx se elaboraron un blanco experimental, un primer
blanco, la muestra y un segundo blanco. En el blanco experimental se agregaron, en una
cubeta de cuarzo, 100 uL de solucion amortiguadora de fosfatos 500 mM, 10 pL de la
solucion de EDTA, 100 pL de la solucion de azida de sodio, 100 uL de la solucion de
NADPH y 500 pL de agua des-ionizada fria. Leer y corroborar que el cambio en la
absorbancia sea cercano a cero. Para la elaboracion del primer blanco se agregaron 20 pL
de la solucion de GSH y 50 pL del sobrenadante. La actividad de este blanco se registrd
durante 40 s en intervalos de 3 s y una longitud de onda de 340 nm. La muestra se prepard
partiendo del primer blanco agregando 20 uL de H,O, registrando la actividad de esta
muestra durante 40 s en intervalos de 3 s y una longitud de onda de 340 nm. El segundo
blanco se mezcl6 en una cubeta aparte 100 uL de KPi, 10 uL. de EDTA, 100uL de NaN3,
100uL de GR, 100 uL de NADPH, 550 pL de H,O,, 20 uL de GSH y 20 pL de H,O. Para

la cuantificacion de esta enzima se utilizd 6.22 como coeficiente de extincion del NADPH.
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Como la matriz de esta muestra es un tejido se determind la concentracion de proteina
mediante el método Bradfor (Anexo) y los datos se uniformizaron como nmoles GPx/ min

mg de proteina en la muestra.

Glutation S Transferasa

El principio se basa en detectar la aparicion de complejo tioeter-glutation dinitrobenceno
cuando se conjugan la GSH y 1-cloro 2,4-dinitrobenceno. Para determinar la actividad de
esta enzima se homogenizo siguiendo los pasos de la prueba anterior. Para este analisis es
necesario determinar la actividad de un blanco de reactivos. Colocando la solucion de
corrida y la solucién de substrato. Posteriormente se analizd "para la muestra donde se
agregd la misma mezcla del blanco mas la muestra. Al igual que el primer blanco se

registro la absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 6 min.

Peroxidacion de Lipidos (TBARS)

Su principio se basa en hacer reaccionar el acido tiobarbiturico con los hidroperdxidos y
aldehidos lipidicos para formar un compuesto llamado malondialdehido (MDA), generando
una solucion rosa cristalino el cual registra su absorbancia méaxima de 532 a 535 nm. Para
determinar la actividad de este compuesto, se homogenizaron 100 mg de tejido en 2 ml de
solucion salina. Para determinar los niveles de lipidos peroxidados, se realizo una curva de
calibracion a concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 1.25, 2.5 y 5 nmoles. Una vez que estén listas
las muestras y la curva de calibracion, los tubos eppendorf, se colocaron en bafio de agua a
37°C con agitacion constante durante 15 min. Posterior a este paso los tubos se colocaron

en un bafio de hielo y se adiciono solucion TBA al 1%, colocando nuevamente los tubos en
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bafio de agua a 90 °C por 10 min, seguido de un bafio con hielo por unos minutos. Una vez
enfriados se centrifugaron a 3,000 G durante 10 min. El sobrenadante se transfirio a una
celda para medir la absorbancia maxima a la longitud de onda descrita. Los resultados se

expresan en nmol TBARs/ mg proteina

Proteinas carboniladas.

Estd basado en el hecho de que algunas ERO tienen como sitio objetivo residuos de
aminoacidos en las proteinas (particularmente histidina, arginina y prolina) para producir
productos con grupos carbonilos, los cuales pueden ser medidos después con una reaccion
de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y precipitdndolos con acido tricloroacetico (TCA). Se
registro la absorbancia maxima entre 340 y410 nm (Levine et al., 1990; Stadman y Levine,
2000). Para realizar esta prueba previamente, es necesario homogenizar tejido en una
proporciéon 1:20 (peso:volumen) en acido sulfosalicilico al 5%, dividir el tejido
homogenizado en dos partes y etiquetarlo como A (muestra) y B (Blanco). Ambos extractos
fueron centrifugados por 5 min a 13,000 rpm a 4°C, desechando el sobrenadante. Una vez
seco se adicionaron al tubo A 500 uL de DNPH y al tubo B 500 uL. de HCI, y se agitaron
en vortex durante 40 S a intervalos de 15 min por una hora. 500 pL de TCA fueron
adicionados y después centrifugados por 5 min a 15,000 rpm a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue desechado y los tubos se invirtieron para eliminar todo el exceso de
liquido. El precipitado se lavéd 3 veces con 1 ml con una mezcla 1:1 de Etanol:etil-acetato y
se adicioné un mililitro de clorato de guanidina, seguido de agitacion con vortex e

incubacion en bafio de agua a 37°C durante 15 min. Después de esto paso se centrifugaron
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a 13,000 rpm a temperatura ambiente. En cada celda se colocaron 800 puL de cada tubo y se
registré la absorbancia maxima entre 340 y 410 nm. Los resultados se reportan en nmol de

proteinas carboniladas/g de tejido humedo (TH).
Acetilcolinesterasa

Cada organismo fue disectado y extraido de sus tecas. Para cada analisis se acopiaron el
nimero de balanos necesario para obtener 100 mg de tejido completo. El proceso de
homogenizado se realizd6 mediante un Minibeat beater, 200 mg de perlas de zirconio y 200
pL de solucion buffer tris pH 7.4, centrifugado a 13,000 rpm’s a 4 °C. La caracterizacion
de la enzima se realizo6 determinando su actividad en respuesta a los substratos,
Butiriltiocolina, Propionilacetato, Feniltioacetato y Acetiltiocolina, ademas de realizar
pruebas de inhibicion especifica para butirilcolinesterasa con el compuesto isompa
(tetraisopropylpyrophosphoramide). Para el método de reactivacion quimica se utilizo el
compuesto Pyridine-2-aldoxime methochloride. Todos los reactivos fueron adquiridos en
Sigma Aldrich Co. Una vez seleccionado el substrato se determino la actividad y
reactividad de las muestras con las concentraciones y cantidades siguientes: loduro de
Acetiltiocolina 0.6 mM, Buteryl thicolina DTNB (5,5"-Dithiobis 2-acido nitrobenzoico)
0.0404 mM-, 2 Pam 0.6mM, siguiendo el método de Ellman y modificandolo para un
ensayo en microplaca con un equipo Uv Biorad ® a 414 nm. Para determinar la efectividad
de los reactivos se utilizo extracto de cerebro de raton libre de contaminantes y dursban®

como pesticida comercial (50% clorpirifos y 50 % agua en su mezcla concentrada).
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Trabajo de escritorio

Cada uno de los grupos de datos fue sometido a las pruebas normalidad y analisis de
varianza del para determinar diferencias significativas entre los diferentes sitios y/o meses

de muestreo. Este ejercicio se realizé con la ayuda del software Statistica® ver 7.1

También se evaluara la respuesta de cada de uno de las marcadores propuestos mediante un
Indice de Respuesta Biologico (IBR) propuesto por Beliaeff y Burgeot (2002), donde se
emplea una integracion de métodos paramétrico y un grafico denominado “de estrella” que
se realiza con la ayuda del Software Statistica® ver 7.1 y Excel ®. Este tipo de estudios
resulta util para evaluar la mejor respuesta o el biomacardor sin tomar en cuenta las
unidades en las que se esta expresando cada marcador. El analisis Multivariado se emplea
para estandarizar los valores de los biomarcadores mediante un anélisis de factores. Una

vez obtenido el factor, se emplea la siguiente formula:

£1 - . a
Al = —gzenf(Slcosfl — §i— 1 sen §)

Donde

FR=l fen X
g = Avctan | —

Finl Cosd
|}:= £ '-t 3:’
Donde " ragians

y los radianes son el numero de biomarcadores que se estén empleando. Otra bondad de
este método es que se puede utilizar para evaluar la respuesta en cualquier punto espacio-

temporal del area de estudio. Para este apartado so6lo se utilizaron las actividades de GPx,
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GST, las concentraciones de TBARS (Lipidos Peroxidados), Prot Carb (Porteinas
Carboniladas), y el porcentaje de inhibicion de acetilcolinesteresa (Inhibicion), los
contaminantes no se incluyeron por que el proposito de este modelo fue inferir acerca de la
mejor respuesta a la exposicion de dichos contaminantes. Con los resultados de este analisis
se podria suponer que en este sitio en este mes los organismos estén expuestos a los

diferentes mecanismos disparadores de la variable que resulte como mejor respuesta.

RESULTADOS

Bioensayo

Durante el bioensayo se determind que la actividad de la GPx, no observa una tendencia
lineal o directamente proporcional con la concentracion; con referencia al blanco o muestra
sin presencia de plaguicidas, la actividad aumenta en la primera concentracion y en C2 y
C3 disminuye. Estadisticamente se observan diferencias significativas (LSD, p < 0.05; tabla
II) en C2. La enzima GST, muestra la misma tendencia que GPx con diferencia
significativa en C1 (LSD, p < 0.05; tabla II). La peroxidacion de lipidos muestra también,
una tendencia similar a las actividades de GPx y GST. Diferencia significativa se presenta
en C1 (LSD, p < 0.05, tabla II). En la concentracion de proteinas carboniladas existe una
tendencia a aumentar en relacion a la concentracion de plaguicidas. Estadisticamente C3

presenta diferencia significativa (LSD, p < 0.05, tabla II)
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Tabla II. Actividad promedio de las diferentes enzimas analizadas en balanos en el sitio control.

Bioensayo  GPx GST TBARS ProtCarb
Blanco 210£68.4  49.9+15.5 26.4+3.0  42.3+9.0
2 ng/kg 224+44.8*  341487.2° 443+21.1*  76.9+33.5°
5 ng/kg 103+39.3°  196+110.4° 22.1+11.3°  87+40.9°

10 pg/kg 189+28.8°  98.3+66.4° 26.1+4.0°  198+6.1°

Unidades de Prot. GPx= Glutatién Peroxidasa, GST= Glutation S Transferas en nmol min™
mg" Prot., unidades de TBARS= peroxidaciéon de lipidos, en nmol mg’, ProtCarb=

Proteinas Carboniladas en nmol mg™ TH

Elementos traza

Plomo

En el sitio control (ES) la concentracion de este metal fue de 34.8 pg/kg. En el area de
estudio se observa un promedio global de 64 pg/kg. Temporalmente en el mes de

noviembre se observa el valor mas bajo (29.9 ug/kg), y en septiembre el valor mas alto

(116. 9 ng/kg).
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En el Dren Durango a excepcion de noviembre (0 pg/kg) durante todos los meses restantes
se observan concentraciones mayores a las del sitio control. La mayor se observa en marzo
< 10 veces el sitio control (veces ES). Presenta una tendencia a disminuir la concentracion
de marzo a noviembre. En Campo Mosqueda durante todo el muestreo las concentraciones
fueron mayores que en el sitio control. Siendo septiembre cuando el valor maximo se
observd (< 8 veces). Presenta una tendencia a incrementar su concentracion de enero a
septiembre. En Campo Mufioz las concentraciones mensuales fueron muy similares al sitio
control, la mayor concentracion se presentd en enero (< 1 veces ES). En el Campo Ramona
las concentraciones también fueron muy similares al sitio control, al igual que en ramona la
maxima concentraciéon se observo en enero (< 1 veces ES). En el Tapon Norte se
presentaron los menores valores, mayo, julio, septiembre, noviembre no registraron la
presencia de Pb. En marzo la concentracion fue similar a la del sitio control. En el Tapon
Sur, la concentracion mas alta (< 10 veces ES) se registra en enero, con un aparente
decremento de enero a septiembre. En el Alto Golfo en los meses de marzo, mayo, julio,
noviembre no se registra la presencia de Pb y el valor mas alto observado es en septiembre

(<3 veces ES) (Fig. 5).
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Figura 5. Tendencia de la concentracion de Pb en los diferentes sitios de muestreo, DeDu (Dren

Durango), CaMo (Campo Mosqueda), CaMu (Campo Muiioz), CaRa (Campo Ramona), TaNo

(Tapdn Norte), TaSu (Tapén Sur), AG (Alto Golfo).
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Cadmio

En el sitio control la concentracion de Cd fue de 52,314 ug/kg, mientras que en la zona de
estudio el promedio global fue de 16,893 pg/kg. Temporalmente se observa la mayor

concentracion en noviembre (30,725 pg/kg) y la menor en marzo (10,882 pg/kg).

En el Dren Durango el mes de marzo mostro la mayor concentracion (0.46 veces ES). De
mayo a noviembre muestra una tendencia a disminuir la concentracién. En el Campo
Mosqueda la concentracion maxima se observo en septiembre (0.82 veces ES). De enero a
septiembre presenta un incremento en la concentracion. En el Campo Muiioz el valor
maximo de Cd se presentd en noviembre (< 2 veces ES), y presenta una tendencia a
disminuir la concentracion de enero a julio. En el campo Ramona, la concentracion maxima
se observa en los meses de enero y noviembre (0.6 veces ES), presentando una tendencia a
aumentar la concentracion de marzo a noviembre. En el Tapon Norte, la concentracion
maxima se registra en septiembre (0.19 veces ES). Presenta una tendencia a aumentar la
concentracion de enero a mayo. Para el Tapon Sur enero muestra la mayor concentracion
mensual (0.53 veces ES). De marzo a noviembre la concentracion de Cd muestra
incremento. En el Alto Golfo la concentracion de Cd observo su valor maximo en los meses

de enero y noviembre. Todas las concentraciones fueron mas bajas que en el sitio control

(Fig. 6)
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Figura 6. Tendencia de la concentraciéon de Cd en los diferentes sitios de muestreo, DeDu (Dren
Durango), CaMo (Campo Mosqueda), CaMu (Campo Muiioz), CaRa (Campo Ramona), TaNo

(Tapdn Norte), TaSu (Tapén Sur), AG (Alto Golfo).
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Mercurio

En el estero del soldado la concentracion de mercurio fue de 23.1 pg/kg. En el area de
estudio, la mayor concentracion se observo en marzo (9 veces ES) y la minima en julio

(1.47 veces ES). Con una concentracion media de 81 pg/kg.

En el Dren Durango, la concentracion méaxima se observé en el mes de mayo (< 2.14 veces
ES). La concentracion presenta una disminucion entre los meses de mayo a noviembre. En
Campo Mosqueda la maxima concentracion se registra en el mes de noviembre (< 11.69
veces ES). De enero a mayo la concentracion muestra incrementos En el Campo Muifioz la
concentracion maxima se observa en marzo (3.3 veces ES). Su concentracion muestra una
tendencia a disminuir de mazo a noviembre. En el Campo Ramona la concentracion
maxima se registro en mayo (3.28 veces ES). De mayo a noviembre se observa un
decremento en la concentracion de Hg. En el Tapon Norte la mayor concentracion se
registré en mayo (< 5 veces ES) y muestra una tendencia a disminuir la concentracion de
mayo a noviembre. En el Tapoén Sur durante el mes de mayo se registrd la mayor
concentracion (< 6 veces ES). A excepcion de julio que muestra un incremento de enero a
noviembre. En el alto Golfo la mayor concentracion de este metal se registro en marzo (<

51 veces ES). De marzo a septiembre muestra un decremento en la concentracion (Fig. 7).
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Figura 7. Tendencia de la concentracion de Hg en los diferentes sitios de muestreo, DeDu (Dren
Durango), CaMo (Campo Mosqueda), CaMu (Campo Muiioz), CaRa (Campo Ramona), TaNo

(Tapdn Norte), TaSu (Tapén Sur), AG (Alto Golfo).
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Cobre

En el sitio control la concentracion de Cu fue de 0.20 pg/kg mientras que el promedio
global en el sitio de muestro fue de 0.84 pg/kg. Mensualmente en mayo es cuando se
registra la mayor concentracion (< 22 veces ES) mientras que en marzo y septiembre se

registro se la minima (0.45 veces ES).

En el Dren Durango el Cu registr6é su maxima concentracion en noviembre (1.13 veces ES),
presentando incrementos en los meses de mayo y julio. En el campo Mosqueda en mayo se
presento la concentracion maxima se detectd en el mes de mayo (< 151 veces ES). En los
siguientes meses la concentracion fue muy baja (>1 veces Es). En el campo Muioz la
concentracion mas alta se registro en el mes de mayo (1.5 veces ES). Durante los meses de
enero, mayo y septiembre se observan incrementos en la concentracion. En el campo
ramona, fue en septiembre cuando se detectd la concentracion mas alta (< 3 veces Es). De
marzo a septiembre se observa una tendencia a incrementar la concentracion. En el Tapon
interior Norte las concentraciones son muy bajas, enero, julio y septiembre no se detectd su
presencia, la concentracion mas alta se observo en marzo (< 1 veces ES). De marzo a
noviembre se observa que la concentracion tiende a disminuir. En el Tapon Sur las
concentraciones también son muy bajas, en enero, mayo y septiembre este metal no se
registrd. La concentracion maxima se detectd en julio (1 veces ES). En el Alto Golfo, al
igual que en los dos ultimos sitios, las concentraciones son bajas también. De enero a julio

se observa una disminucion en su concentracion (Fig. 8).
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Figura 8. Tendencia de la concentracion de Cu en los diferentes sitios de muestreo, DeDu (Dren

Durango), CaMo (Campo Mosqueda), CaMu (Campo Muiioz), CaRa (Campo Ramona), TaNo

(Tapon Norte), TaSu (Tapon Sur), AG (Alto Golfo).
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Selenio

Este metal presento una concentracion de 710 pg/kg. La media anual de la concentracion en
el area de estudio fue de 4,415 pg/kg. Temporalmente en marzo se registra la concentracion
mas alta (< 18 veces ES). Mientras que en enero se registra la minima. También se observa

que a través del tiempo la concentracion disminuye.

En el Dren Durango se observa la concentracion mas alta en enero (< 8 veces ES). De enero
a julio la concentracion presenta una tendencia a disminuir. En Campo Mosqueda se
observan concentraciones mas altas que en el Dren Durango. La concentracion mas alta se
observa en mayo (< 12 veces ES). De enero a mayo observa una tendencia a incrementar la
concentracion y de mayo a noviembre disminuye. En Campo Mufioz, la concentracion mas
alta se registra en el mes de marzo (< 52 veces ES). A partir de este mes y hasta noviembre
se observa una diminucién en la concentracion. En Campo Ramona la concentracion es
similar a la del campo mufios, en marzo se detecta la concentracion mas alta en marzo (< 62
veces ES) asi como una tendencia a disminuir la concentracion a partir de este mes y hasta
noviembre. En el Tapon Norte durante enero, septiembre y noviembre no se detectd su
presencia. La concentracion mas alta se observa en julio (< 11 veces ES). De marzo a julio
la concentracion se incrementa. En el Tapon Sur, la concentracion es mayor que en el
Tapon Norte. La concentracion mas alta se registré en septiembre. A partir de enero a
septiembre se observan incrementos en la concentracion. En el Alto Golfo no se registra la

presencia de este metal en alguno de los meses (Fig. 9).
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Figura 9. Tendencia de la concentracion de Se en los diferentes sitios de muestreo, DeDu (Dren

Durango), CaMo (Campo Mosqueda), CaMu (Campo Muiioz), CaRa (Campo Ramona), TaNo

(Tapdn Norte), TaSu (Tapéon Sur), AG (Alto Golfo).
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Plaguicidas

De todos los plaguicidas organofosforados que se utilizaron como material de referencia el
unico que se detectd, y cuantifico en las muestras del Rio Hardy fue el Malation en una
concentracion de pg/kg . Los drenes con mayor cantidad de este compuesto fueron: El Dren
Durango en el mes de septiembre; Campo Mosqueda en noviembre y Tapén Sur en
noviembre. Mientras que presentaron menos concentracion fueron: Tapén Sur en enero;

Campo Mufioz en julio y Campo Ramona en julio también (Tabla III).

Tabla III. Concentraciones de Malation (pg/kg) mensual por sitio de muestreo.

Sitio Enero marzo  mayo julio  Septiembre Noviembre
DeDu Nd Nd 0.53 0.87  3.02 0.48

CaMo 0.35 0.57 0.71 0.21 0.39 2.09
CaMu Nd 0.32 0.405 0.61 Nd

CaRa Nd 0.53 0.58 025 0.34 Nd

TaNo Nd 0.48 Nd 054  0.32 Nd

TaSu 0.19 Nd 0.6 0.545 1.04 0.62

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona,

TaNo=Tapo6n Norte, TaSu= Tapoén Sur, Nd= No detectado.
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Glutation Peroxidasa

En el Dren Durango se registro un promedio anual de 410 nmol min” mg'Prot, lo cual es
1.94 veces mayor que el sitio pristino (ES). La actividad de esta enzima en enero, marzo,
julio y noviembre fue mayor que en el sitio control, mientras que en mayo y septiembre la
actividad fue menor. La actividad mayor fue detectada en julio (< 5 veces ES).
Estadisticamente, hay diferencias significativas en los meses de julio y noviembre (LSD, p
< 0.05; anexo I, tabla IV). En el Campo Mosqueda el promedio anual fue de 296 nmol min
" mg!' Prot. (< 11 veces ES). Noviembre, septiembre, marzo y mayo presentaron
actividades mayores al sitio control. Estadisticamente se muestran diferencia significativa
(LSD p<0.05, anexo I, tabla IV) en marzo, mayo y noviembre. Campo Mufioz presentd un
promedio anual de 1,294 nmol min" mg" Prot. La actividad de mayo, marzo, enero y
noviembre fueron mayores que las registradas en el sitio pristino. En enero, marzo, mayo y
noviembre se observan diferencias significativas (LSD, p < 0.05; anexo I, tabla IV). En el
sitio Campo Ramona el promedio anual fue de 459 nmol min™ mg™ Prot. La actividad en
marzo, noviembre, septiembre y mayo fue mayor que en sitio control. En este sitio se
observan diferencias significativos (LSD p<0.05, anexo I, tabla IV), en enero, marzo y
mayo. En el Tapon Sur el promedio anual fue de 596 nmol min" mg" Prot. En julio,
septiembre y noviembre se observaron actividades mayores a las del sitio pristino.

Diferencias significativos (LSD p< 0.05, anexo I, tabla IV) se observan en julio, septiembre

y noviembre. Para el Alto Golfo la actividad promedio anual fue de 101 nmol min™ mg
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Prot. S6lo en marzo; se observé actividad mayor a del estero del soldado. Marzo, mayo y

septiembre muestra incrementos significativos (LSD p<0.05, anexo I, tabla IV) (Fig. 10).
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Glutation S Transferasa

En el Dren Durango se calculo una actividad anual de 3,042 nmol min™ mg™ Prot. (< 60
veces ES), la actividad en todos los meses del muestreo fue mayor a la calculada en el sitio
control. En septiembre se observa la minima (3.5 veces ES) y en noviembre la méxima
actividad (305 veces ES). Diferencias significativas (LSD, p < 0.05; tabla V) son
observadas en enero y noviembre. En el Campo Mosqueda la actividad anual fue de 454
nmol min"'mg™” Prot (< 9 veces ES). Al igual que en el Dren Durango, la actividad en este
sitio de todos los meses es mayor a la del sitio pristino. En noviembre y mayo se
observaron las actividades minima (< 1 veces ES) y maxima (< 17 veces) respectivamente.
Estadisticamente existen diferencias significativas (LSD, p < 0.05; tabla V) en marzo, julio,
septiembre y noviembre. Para Campo Mufioz la actividad fue de 382 nmol min"' mg™ Prot
(< 7 veces ES). Mostrando que la actividad mensual es mayor que en el sitio control. En
septiembre y enero se registran las actividades minima (< 3 veces ES) y médxima (< 18
veces ES) respectivamente. Diferencias significativas (LSD, p < 0.05; tabla V) se observan
en el mes de enero, marzo y mayo. En el Campo Ramona la actividad anual fue de 585
nmol min" mg™” Prot. (< 11 veces ES). En este sitio solo julio mostrd actividad inferior al
sitio control. Diferencias significativos (LSD, p < 0.05; tabla V) se observan en mayo y
septiembre. Para el Tapon Norte la actividad anual fue de 2,638 nmol min™” mg™ Prot (< 52
veces ES). A diferencia del sitio anterior en todos los meses se observan actividades
mayores que en el sitio control, la minima (< 1 veces ES) y méaxima (< 285 veces ES) se

registran en septiembre y enero, en este ultimo mes se denota una diferencia significativa
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(LSD p < 0.05, tabla V). En el tapén Sur la actividad anual fue de 775 nmol min” mg™
Prot. (< 15 veces ES). En este sitio ocurre lo mismo que en los sitios anteriores, la actividad
en los meses muestreados es mayor a la del sitio control. En mayo y noviembre se observa
la minima (1 veces ES) y méaxima (< 62 veces) respectivamente. Diferencias significativos
(LSD p < 0.05, tabla IV) son observados en enero, julio y noviembre. En el Alto Golfo la
actividad anual fue de 503 nmol min" mg™ Prot.(< 10 veces ES). En este sitio, también se
determinaron concentraciones mayores a las obtenidas en el sitio pristino. En julio y enero
se presentaron las actividades minima (2.25 veces ES) y méxima (17 veces ES)
respectivamente. En los meses de mayo, julio y septiembre se encontraron diferencias

significativas (LSD p < 0.05, tabla V) (Fig. 11).
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Peroxidacion de lipidos (TBARS)

Espacio-temporalmente en el Dren Durango se observd una concentracion anual de 39.7
nmol mg-1 Prot. (1.5 veces ES). En los meses de mayo y septiembre laos niveles de
peroxidacion de lipidos fue menor a la del sitio control (ES), mientras que en los demas
meses fue mayor, siendo julio cuando se registra la méxima concentracion (4 veces ES).
Diferencias significativas (LSD, p < 0.05; tabla VI) son observados en marzo, mayo y
septiembre. En Campo Mosqueda se reporté una concentracién anual de 29.7 nmol mg™
Prot., en septiembre y julio la concentracion fue menor que en el sitio control, siendo
marzo; el valor maximo de peroxidacion (< 1 veces ES) mostrando diferencia significativa
(LSD, p < 0.05; tabla VI). En Campo Muiioz la concentracién media fue de 27.4 nmoles
mg”' Prot. Los niveles de peroxidacion en julio fueron menores a los observados en el sitio
control, mientras que en los meses restantes se registra lo contrarid. En enero se detecto el
nivel maximo (< 1 veces ES), mostrando diferencia significativa (LSD, p < 0.05; tabla VI).
En Campo Ramona la concentracién anual fue de 54.7 nmol mg™ Prot (< 2 veces ES). Los
niveles de peroxidacion en julio y marzo son menores que los obtenidos en el sitio pristino
mientras que en noviembre, enero, septiembre y mayo, son mayores. La concentracion
maxima se determina en mayo (< 6 veces ES), con diferencias significativas en mayo y
septiembre (LSD, p < 0.05, tabla VI). En el Tapon Norte el nivel de peroxidacion anual fue
de 36.2 nmol mg™' Prot (< 1 veces ES). En julio y septiembre los niveles son menores que
el sitio control, y en los restantes meses es mayor. En enero se registra la concentracion

maxima (< 2 veces ES) y se muestra diferencia significativa (LSD, p < 0.05; tabla VI) en
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julio y septiembre. Para el Tapoén Sur se observd una concentracion promedio de 122.9
nmol mg™ Prot (< 4 veces ES). A diferencia de los demas sitios en este, las concentraciones
en todos los meses fueron mas altas las del sitio pristino. El nivel mas alto de peroxidacion
ocurre en noviembre (< 21 veces ES), mostrando una diferencia significativa (LSD, p <
0.05; tabla VI). En el sitio Alto Golfo media anual en la concentracion fue de 13.4 nmol
mg"' Prot. (> 1 veces ES), mientras que las concentraciones medias mensuales observadas

son menores a las registradas en el sitio control (Fig. 12)
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Figura 12. Concentracion promedio de lipidos peroxidados, por sitio durante los diferentes meses de

muestreo.
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Proteinas carboniladas (Prot Carb)

En el Dren Durango se observé una media anual de 260 nmol mg” TH (< 6 veces ES). En
todos los meses la concentracion de Prot Carb fue mayor que en el sitid control, el nivel
maximo se registro en julio (< 8 veces ES), mostrando diferencias significativas (LSD, p <
0.05; tabla VII). En el campo Mosqueda la concentracion promedio anual de Prot Carb fue
de 278.8 nmol mg" TH (< 6 veces ES), al igual que en el sitio anterior, los niveles de Prot
Carb fueron mayores que en sitio pristino. En enero se observa la maxima concentracion (<
8 veces ES). Diferencias significativas se observan en enero, marzo, mayo y noviembre
(LSD, p < 0.05; tabla VII). En el Campo Mufioz la concentracion anual fue de 138 nmol
mg” TH (< 3,26). Al igual que en sitios anteriores se observa una tendencia similar en los
niveles de ProtCarb, respecto al sitio control. En el mes de marzo se encontr6 la actividad
maxima (<8 veces). Estadisticamente se presentan diferencias en marzo y julio (LSD, p<
0.05; tabla VII). En el Campo Ramona el promedio anual fue de 483.4 nmol mg” TH (< 11
veces ES). Los niveles de Prot Carb respecto al sitio control se presentan de forma similar a
los deméas meses. En julio se detectd la concentracion maxima (< 17 veces ES). En
septiembre y noviembre existen significativas diferencias (LSD, p < 0.05; tabla VII). En el
Tapén Norte la media anual de los niveles fue de 22.31 nmol mg™' TH (< 5 veces ES). Al
igual que en los sitios anteriores los niveles fueron mayores que en el sitio control. Durante
noviembre se detectd la concentracion maxima (< 7 veces ES), Diferencias significativas se
observan en enero, mayo y noviembre (LSD, p < 0.05; tabla VII). En el Tapén Sur la

concentracion anual fue de 113.9 nmol mg™ TH (< 2.69 veces ES) y al igual que en los
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otros sitios, la tendencia de los niveles de estas proteinas respecto al sitio control es similar.
La concentraciéon méaxima se observa en mayo (< 4 veces ES). Diferencias significativas se
presentan en mayo y noviembre (LSD, p < 0.05; tabla VII). En el Alto Golfo ocurre una
concentracion anual de 124 nmol mg™"' TH (<2 veces ES). Las concentraciones de Prot Carb
en este sitio son también, mayores que en el sitio control. En julio se registrd el nivel
maximo (< 4 veces ES) de Prot Carb y diferencias significativos se presentan en mayo y

julio (LSD, p< 0.05, tabla VII) (Fig. 13).
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Figura 13. Concentracion promedio de Proteinas carboniladas, por sitio durante los diferentes meses

de muestreo.
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Actividad e inhibicion de la enzima Acetilcolinesteresa

Las diferentes pruebas en la determinacién del substrato mostraron que el tipo de
acetilcolinesterasa que esta presente en los extractos de hepatopancreas de almeja y en
balanos enteros prefiere la acetilcolina. (Fig. 14 a). El ensayo que se realizo con Isompa (un
potente inhibidor de Butirilcolina) no inhibe los substratos con ioduro de acetilcolina,
mientras que los ensayos con substrato de ioduro de butiriltiocolina se ven afectados de una

manera significativa (Fig. 14b).
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Figura 14. Preferencia del substrato en a) el balano B. amphitrite y b) C. californiensis en presencia

de acetiltiocolina, butiriltiocolina y el inhibidor isompa.
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Sitio control y bioensayo

Como se puede apreciar en la tabla VIII (anexol), el porcentaje de inhibicion no presenta
una relacion directamente proporcional con las concentraciones. Mostrando que la
inhibicion mas grande se obtuvo en la concentracion de 5 pg/kg. Los organismos que no
fueron expuestos al contaminante, no presentan inhibicion de la enzima. Diferencias

estadisticas (P< 0.05) son observadas en el bioensayo.

En el rio Hardy se observé una inhibicion promedio del 36.4%. En septiembre se observa la

afectacion promedio mas alta del afno (51.2%) y en marzo el mas bajo (28.6%).

En el Dren Durango la inhibicién promedio fue de 52.3%, en septiembre se detecto la
mayor afectacion (76.4%), mientras que en mayo la minima (35.1%) (Fig. 15). Enero,
marzo y mayo presentan diferencias significativas (LSD, p < 0.05) con julio y septiembre

(tabla IX).

En el Campo Mosqueda se observa una inhibicion promedio del 37.1%, siendo detectado el
nivel mas alto en enero (67.2 %) y el menor en julio (12.9%). (Fig. 15). Estadisticamente se

muestra diferencias en la tabla IX.

En el sitio Campo Mufioz, la inhibicion promedio fue de 32.5%. La méaxima se registro en
septiembre (49%) y la minima en julio (18.9%). (Fig. 15). Estadisticamente se observan

diferencias significativas en la tabla IX.
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En el Campo Ramona la media de la inhibicion fue 36.8%, siendo observados el mayor y el
menor porcentaje en los meses de mayo (52.6%) y noviembre (14.8%) respectivamente.

(Fig. 24). De manera significativa se observan diferencias entre estos meses en la tabla IX.

En el Tapon Norte presentd una inhibiciéon promedio de 35.2%, el valor maximo registrado
fue en septiembre (80.5%) y el menor en mayo (7.3%). (Fig. 15). Las diferencias

estadisticamente significativas se muestran en la Tabla IX.

El Tapon Sur, observé una inhibicion promedio del 54.9%, la afectacion méaxima y minima

en los meses de noviembre (74.1%) y marzo (24.6%) respectivamente (Fig. 15).

En el Alto Golfo, fue muy bajo el porcentaje de inhibicion, el promedio fue de 6.2%. El
mayor grado de inhibicion se mostrd en mayo (7.8%) y marzo (7.9%) y el menor en julio
(3.3%) (Fig. 15). Solo se observan diferencias significativas entre los meses de julio, marzo

y mayo (Tabla IX).
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Modelo multivariado

Dren Durango

Como se muestra en la figura 16, la enzima antioxidante GST se considero la mejor
respuesta en enero y julio, TBARS en mayo y noviembre e Inhibicion en marzo y

septiembre.

En el Campo Mosqueda la GST se catalog6 como mejor respuesta en los meses de mayo y
septiembre. Prot Carb en enero y noviembre. Inhibiciéon en marzo y la GPx en julio (Fig.

17)

En Campo mufioz la GST se hace notar como la mejor respuesta en marzo, julio y

septiembre. Prot Carb en mayo y noviembre y por tltimo TBARS en enero (Fig. 18)

En Campo Ramona, el analisis mostr6 a la enzima GST como mejor respuesta en enero*,

mayo y julio. GPx en septiembre y noviembre. La inhibicién en marzo (Fig. 19)

En el Tapon Norte la variable con una mayor respuesta mensualmente fueron GPx en mayo

y noviembre. Inhibicion en julio y septiembre, y Prot Carb en enero. (Fig. 20).

En el sitio Tapon Sur, la variable Prot Carb tuvé una respesta mas marcada en marzo, mayo

y septiembre. GPx en enero, inhibicion en julio y TBARS en noviembre (Fig 21).

En Alto Golfo de California el analisis de IBR mostro que la enzima GPx presenta una
mayor respuesta en marzo, septiembre y noviembre. Inhibicién en enero, GST en mayo y

Prot Carb en julio (Fig. 22)

73



arl DeDu Noviembre
DeDu Septiembre

Figura 16. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Dren Durango durante los diferentes

meses de muestreo
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CaMo septiembre CaMo Noviembre

Figura 17. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Campo Mosqueda durante los diferentes

meses de muestreo
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CaMu Septiembre CaMu Noviembre

Figura 18. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Campo Mufioz durante los diferentes

meses de muestreo
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CaRaNoviembre

CaRaSeptiembre

Figura 19. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Campo Ramona durante los diferentes

meses de muestreo
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ProtCarb

TaNo Mayo TaNo Julio

TaNo Septiembre TaNo Noviembre

Figura 20. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Tapon Norte durante los diferentes

meses de muestreo
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TaSu Septiembre TaSu noviembre

Figura 21. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Tapon Sur durante los diferentes meses

de muestreo
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Alto Golfo Septiembre Alto Golfo Noviembre

Figura 22. Respuesta de los diferentes biomarcadores en el Alto Golfo durante los diferentes meses

de muestreo
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DISCUSION

Durante el presente estudio, no se encontrd una relacion definida con la temporalidad y el
sitio de muestreo para los niveles de contaminantes ni para la bateria de biomarcadores
utilizada; es decir, no se observo el mismo tipo de respuesta en cada uno de los sitios a
través del tiempo. El Pb es considerado como contaminante de origen urbano-industrial
(Fialkawski y Newman, 1998; Ruelas-Insunsa y Paez-Osuna, 2000; Cadena-Cérdenas et al.,
2009). En el estudio actual se encontré que las mayores concentraciones de Pb ocurrieron
en el Dren Durango, Campo Mosqueda y Tapon Sur. Lo cual concuerda con el tipo de
efluentes que se descargan en estos sitios. En el Dren Durango y en campo Mosqueda se
observan asentamientos urbanos y en el Tapon Sur existe una actividad pesquera con
pequeiios motores y, por consiguiente, pequefias combustiones de hidrocarburos y residuos
de metaloides que pueden contaminar el medio, como se ejemplifico en las almejas del Alto

Golfo por Cadena-Cardenas et al. (2001).

Elevados niveles de Cd han sido documentados en lugares con y sin contaminacién por
actividades agricolas (Fialkawski y Newman, 1998), con concentraciones de 14,000 y
6,000 pg/kg respectivamente. En Mazatlan, Sin., un puerto con actividades industriales
Ruelas-Insunsa y Paez-Osuna (2000) detectaron en el balano F. dentivariasn hasta 1,800 pg
Cd /kg. En diferentes sitios del mar Baltico se registré una concentraciéon maxima de
16,000 pg Cd /kg en areas con actividades industriales (Martin-Diaz et al., 2007). En sitios
impactados por la mineria se ha detectado en almejas ;de qué especie? una concentracion

maxima de 293,000 pg Cd/kg (Cadena-Cardenas et al., 2001). Con estas referencias se
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puede inferir que la acumulacion de Cd en balanos y almejas se debe a la actividad
agricola. En el Dren Durango, Campo Mosqueda y Campo Mufioz las concentraciones de
Cd son mayores a las observadas en lugares con actividades agricolas. En el Campo Mufioz
confluye uno de los brazos del colorado con agua residual agricola (op. cit.), el cual se
propone que esté contribuyendo a la concentracion de Cd. Mientras que en el Tapon Norte

y el Alto Golfo las concentraciones no muestran impacto antropogénico.

Las concentraciones de Hg encontradas en el Rio Hardy no exceden los limites permisibles
de la NOM-032-SSA1-1993, que regula las concentraciones en peces no depredadores tope
y organismos acuaticos para consumo humano (0.5 mg Hg/kg), En sitios contaminados por
residuos agricolas y lodos organicos en el Lago Salton Sea, se ha determinado una
concentracion promedio de 13,000 y 11,000 pg Hg/kg, respectivamente (Fialkawski y
Newman, 1998). Tomando como referencia estas concentraciones se podria inferir que los
balanos del Rio Hardy y las almejas del Alto Golfo no estan impactadas por este metal. Es
posible que la forma del metal disponible en los sitios de muestreo esté presente en bajas
concentraciones y, por lo tanto, no se acumule en los balanos y almejas. En otro estudio se
registrd que el acido sulfidrico reacciona con los metales disueltos en el agua y los precipita
en forma de sulfidrilos antes de ser secuestrados por organismos filtradores (Fialkawski y

Newman, 1998).

El Cu presenta la misma tendencia que el Pb en el Rio Hardy y Alto Golfo, las
concentraciones son muy bajas comparadas con sitios impactados por actividades

antropicas. Con base en ésto, se podria deducir que el efecto causado por Cu no es muy
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fuerte. Sin embargo, Lang et al. (1980) concluyeron que a concentraciones de menores a 2
png Cu/kg, se observan bajas tasas de mortalidad de larvas del balano B. improvisus;
mientras que con una dosis de 111.3 pg Cu/kg la mortalidad de las mismas larvas es mayor
al 50%. Por otra parte, White y Rainbow (1985), Rainbow (1993) y Rainbow (2007)
mencionan que la concentracion de Cu requerida por el organismo es de 26.3 pg/kg, por lo
que habria de considerarse que las concentraciones registradas en el Rio Hardy si pueden
tener efecto en los organismos, sobre todo en el Campo Muiioz, lugar donde se detectd la

mayor concentracion de Cu.

El Se, esencial para los seres vivos (ej. en almejas < 5.9 pg/L, BNA, 2001), en este estudio
presentd mas variaciones que los demas metales analizados En en dos diferentes puntos del
Rio Hardy, Garcia-Hernandez et al. (2001) detectaron una concentracion media en
sedimentos (3,460 y 1,080 ng Se/kg), peces (18,340; 4, 130; 3,550; 2,430; 2,000 y 1,620 pg
Se/kg) e invertebrados (2,230 y 1,540 pg Se/kg). Desafortunadamente, existe poca
informacion acerca de las concentraciones de Se en balanos, por lo que se torna complicado
discernir acerca de la contaminacion de este metal. En este estudio no se encontraron
niveles elevados de Se en balanos del Rio Hardy. En rios con geologia similar, como el Rio
Uncompahgre en Utha y Colorado en E.U.A, se han determinado hasta 1,300 pug Se/L en
muestras de aguas somera (Presser et al., 1994). Otra posible razén de los altos niveles de
Se en los balanos puede ser por su tipo de alimentacion filtradora, adquieren tanto los
contaminantes que conforman su alimento como los que se encuentran suspendidos en la

columna de agua, y su distribucion vertical les permite alimentarse a nivel de superficie o
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en el fondo, captando una mayor variedad de contaminantes, asi como presentando diversas
tasas de excrecion, minimas o nulas comparadas con otros crustaceos, tales como los
tretaclitas. Otro aspecto que hay que considerar en el proceso de acumulacion del Se es el
antagonismo que ha presentado con el Hg, el cual se ha demostrado existe en plantas y

algunos peces (Pelletier, 1986).

El proceso de bioacumulacion y detoxificacion en los invertebrados, sobre todo en el grupo
de los crustaceos, es muy peculiar y se debe considerar varios aspectos, entre ellos, el
efecto que causa la pre-exposicion a metales pesados en la tasa de acumulacion y
depuracion en los invertebrados. Este proceso biocinético ha sido ejemplificado en el
mejillon verde P. viridis por Blackmore y Wang (2002) y Shit et al. (2003). En el balano B.
amphitrite. Rainbow et al. (2004) demostraron que en presencia de bajas y altas
concentraciones de Cd éste se bioacumula de una manera significativa en comparacion con
los metales a los que no se expusieron previamente los organismos; aparentemente, Ag y
Zn no muestran este efecto. Los invertebrados acudticos asimilan metales, ya sean
esenciales o no, lo cual puede tener un potencial efecto toxico (Rainbow, 2007), mostrando
una enorme variabilidad a través de los diferentes grupos taxonomicos (Eisler, 1981;
Rainbow, 1990, 1993; Phillips y Rainbow, 1994). La mayor fuente de metales traza en
invertebrados, incluyendo los balanos, es el alimento (Wang, 2002; Rainbow, 2007; Wang
1999; Rainbow y Wang, 2001 y 2005), ya que al ser filtradores, adquieren los
contaminantes asociados a su alimento y aquellos que estan suspendidos en la columna de

agua. Aspectos fisicos y quimicos, como el pH y la temperatura del agua y sedimento,
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influyen directamente en la disponibilidad de los metales (Garcia-Hernandez et al., 2001) y,
por tanto, su integracion a la red trofica. Lo cual concuerda con lo registrado en China,
donde este organismo presenta diferentes capacidades de absorcion de metales pesados
(Rainbow, 1998; 2002; Rainbow et al., 2004; Rainbow y Wang 2005). Un proceso mas que
se debe de tener en cuenta es la asimilacion pasiva hacia el exoesqueleto de los crustaceos
que contribuye en muy poco a la concentracion total corporal, (White y Rainbow 1984;
1986; 1988; 1989; Rainbow, 1988; Rainbow, 2007). Cuando los metales son captados a
través del cuerpo de los crustaceos, ya sea por un la superficie ectodérmica o endodérmica
mediante el intestino, éstos estan inicialmente disponibles para poder ligarse a moléculas de
la célula receptora o a cualquier parte del cuerpo después de viajar a través de la hemolinfa.
Cuando se trata de metales esenciales se utilizan en el lugar indicado, e.g. el Cu en la
hemocianina. Sin embargo, si dicho metal esta presente en exceso, puede causar efectos
toxicos en los tejidos donde se encuentre. Este exceso de metales, esenciales o no, debe de
ser detoxificado. Una de las estrategias de detoxificacion en los balanos es la formacion de
granulos; éstos pueden ser de tres tipos, Tipo A, B y C, los mas comunes en balanos son los
Tipo B, los cuales estan conformados de sulfuros y metales como el Zn y Cu (Al-Mohanna
y Nott 1987; 1989; Rainbow, 2007). Se asume que por esta razén las concentraciones de
Cu son muy bajas en balanos del Rio Hardy. Una via mas de detoxificacion es la que ocurre
en fase soluble involucrando elementos como Zn, Cu, Cd, Hg, Ag y metalotioneinas,
proteinas cistoliticas de bajo peso molecular que secuestran estos metales (Roesijadi, 1993;

Amiard y Amiard- Triquet et al., 2006).
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La actividad de enzimas antioxidantes, como la GPx y GST, asi como la concentracion de
la peroxidacion de lipidos y proteinas carboniladas han sido usadas como indicadores
exposicion y daio por contaminantes (Kosower y Kosower, 1978), estos biomarcadores se
encuentran estrechamente relacionados entre si (Field y Thurman, 1996; Halliwell y
Gutteridge, 1999). En los sitios muestreados a lo largo del Rio Hardy en este estudio, las
actividades de las enzimas antioxidantes y las concentraciones de los indicadores de dafio
oxidativo no mantienen una tendencia a través del tiempo. La actividad registrada en cada
punto es un indicador de la presencia/ausencia de diversos contaminantes, incluyendo Se
(Doyen et al., 2006; Martin Diaz et al., 2007). En el crustaceo C. maenas se registré una
actividad basal de GPX de 148 nmol min" mg™ prot (Gamble et al., 1995). Martin-Diaz et
al. (2007) encontraron en esta misma especie de cangrejo, tanto en el control negativo en
bioensayos como en el sitio control en el Golfo de Cadiz, una actividad GPxde 600 y 700
nmol min" mg” prot. y en glandula digestiva de la almeja Ruditaeps philippinarum 240
nmol min" mg" prot., reportando como méxima actividad de GPx, tanto para cangrejo
como para almejas en los sitios contaminados, 900 nmol min' mg" prot.. Con esta
referencia, en el Rio Hardy se observa afectacion en el Dren Durango, Campo Mufioz y
Tapon Norte. Esta inferencia se respalda cuando consideramos que estos sitios presentan
concentraciones de Pb, Cd y Se (op. cit.), a consecuencia de los asentamientos urbanos
(Garcia-Hernandez et al., 2006; Zamora-Arroyo et al., 2005). En los sitios restantes, las
actividades de GPx son muy similares, de facto, en el Campo Mufoz, son inclusive mas
bajas, lo cual se puede explicar si se toma en cuenta la existencia de una gran area de Tule,

el cual se considera un agente detoxificante (EPA/625/R99/010, 1999), antes de este punto
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de muestreo. El aumento en la actividad de GPx que se da en noviembre puede deberse a
que en este punto se encuentra un dren adicional con aportes de agua agricola y agua
sobrante del rio colorado (Garcia-Hernandez et al., 2000 y 2001), que presenta una gran
cantidad de Se (Epp et al. 1983), que sirve como co-factor para la actividad de esta enzima

(Meister y Anderson, 1983, Halliwell y Gutteridge, 1999).

Por otro lado, la enzima GST estd ampliamente relacionada con la detoxificacion de
compuestos extrafios al organismo y, generalmente, estd involucrada en el metabolismo de
herbicidas, pesticidas, xenobioticos (compuestos ajenos) tanto en animales como en
plantas. Muchos compuestos xenobioticos son metabolizados por reacciéon con GSH,
reaccion catalizada por la GST (Halliwell y Gutteridge, 1999). Este mecanismo se ha
reportado en pequefios mamiferos, plantas, hongos, bacterias, peces y algunos
invertebrados, (Picket y Lu, 1989; Vos et al., 1990; Field y Thurman, 1996; Strange et al.,
2002; Kopecka et al., 2006). Los estudios realizados en bivalvos por Burgeot et al. (1996),
Bainy et al. (2000), Lau y Wong (2003), Mandiuzo et al. (2004) y Zanet et al. (2006)
encontraron una tendencia a incrementar la actividad de la GST en sitios contaminados con
respecto a los controles. En el presente estudio, se observa un decremento en la actividad de
la GST en relaciéon a la concentracion de la mezcla de plaguicidas empleada en los
bioensayos. Fitzpatrick et al. (1997) reportaron, en la almeja R. decussatus, que no siempre
se encuentra esta relacion y que se debe de considerar el tipo de contaminante y sus
metabolitos, ya que la enzima GST muestra una propiedad bifésica, primero se observa un

incremento en la actividad debido a la activacidon del sistema natural de defensas
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antioxidantes por compuestos xenobidticos (Elia 2007), y la segunda cuando la actividad
presenta una disminucion en presencia de ciertos compuestos, como el Cu, involucrado en
el metabolismo de lipidos peroxidados y carbonilacion de proteinas donde el GSSG es
mermado, afectando la reaccion de la GST (Radwan, 2009). En el Dren Durango, Campo
Ramona y Tapon Norte y Tapon Sur, registraron en los meses de invierno actividades muy
altas de GST, las cuales concuerdan con las aplicaciones de compuestos organofosforados
para el cultivo de trigo. En contraste, en el Campo Mosqueda en esos mismos meses se
observa una disminucion drastica en la actividad de GST, probablemente por el efecto de
dilucion de los contaminantes como consecuencia de la represa artificial que existe en este
sitio. En el Campo Mufioz, la tendencia negativa a lo largo del afio se deba a la presencia de
tule, que funciona como filtro natural. En el Alto Golfo se observa que la enzima GST tiene
su mayor actividad en los meses de invierno, y decae hacia el verano. Este efecto de
estacionalidad se ha documentado en diversos trabajos realizados en glandula digestiva de
moluscos (Viarengo et al., 1991; Power and Sheehan, 1996; Niyogi et al., 2001), aunado a
la contaminacion per se de la combustion de hidrocarburos y metales pesados que dejan la

actividad pesquera en ese region (0p Cit).

Un indicador de dafio en las membranas celulares ocasionado por la presencia de metales
pesados y contaminantes organicos son los lipidos peroxidados (Romeo y Gnassia-Barelli,
1995; Viarengo et al., 1996; Banni et al., 2005) y en exposiciones controladas en
laboratorio (Livingstone, 1991; 1993). Banni et al. (2007) determinaron en la almeja R.

decussatos un promedio maximo de 17.4 nmol TBARS mg™ Prot en 4reas impactadas por
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la agricultura y de 29.6 nmol TBAR mg™ Prot en zonas donde hay contaminacion urbana y
35.3 nmol TBAR mg™' Prot en sitios con efluentes industriales. En el presente estudio, a
excepcion de los sitios Dren Durango, y Campo Ramona, existe una tendencia a encontrar
las mayores concentraciones de TBAR en los meses de invierno. Estas concentraciones
fueron 15 veces mas grandes que las registradas por Banni et al., op. Cit., por lo que se
considera que el Rio Hardy estd severamente impactado por descargas de la industria

agricola y urbana.

En el caracol Theba pisana se encontrd que el metal que mas afecta a la concentracion de
lipidos peroxidados (2 nmol mg™ Prot), es el Cu a una concentracion de 5 mg/kg (Radwan
et al., 2009). En lo que respecta al presente estudio, no se registraron concentraciones de
Cu de ese orden en los organismos analizados; sin embargo, las concentraciones de TBARS
son mucho mayores lo que sugiere que los balanos son afectados por otros contaminantes.
La estacionalidad es un factor que se ha demostrado que actua sobre el nivel de las defensas
antioxidantes y la generacion de ERO (Almeida et al., 2004) En bivalvos se reporta una
baja actividad de enzimas antioxidantes en invierno y, paralelamente, un incremento en la
concentracion de lipidos peroxidados (Viarengo et al., 1991; Power and Sheehan, 1996;
Niyogi et al., 2001; Wilhelm Filho et al., 2001). Este mismo suceso se reportd también en
los balanos (Tooke et al,. 1985) y ostiones (Pazos et al,. 1996). En el Golfo de California,
utilizando como organismo centinela la almeja Megapitaria squalida (Cantu, 2006) y el
musculo como oOrgano diana se determind que en lugares sin impacto antropogénico la

concentracion de TBARS (0.15 nmol mg™' prot) es mayor que en los lugares sin impacto,
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mientras que en las gonadas se observa un patron contrario. En contraste con el presente
estudio las concentraciones son inferiores, lo cual podria deberse al drgano en el cual se

esté analizando los indicadores.

Un aspecto mas que hay que considerar es que la cantidad de acidos grasos en los
organismos, se ha determinado que son de importancia para la concentracion de lipidos
peroxidados (Passos, 1995; Graeve et al., 1997; Styrishave y Andersen, 2000; Monserrat et
al,. 2003). También se debe considerar la actividad de las defensas antioxidantes, como la
GST que influye directamente en el gasto del GSH y que éste a su vez participa en el

metabolismo de los lipidos peroxidados (Radwan, 2009).

Debido a la escases de informacion sobre los niveles de proteinas carboniladas se tom6 en
consideracion la concentracién de 76.9 nmol mg” TH, la cual es la concentraciéon que se
observa cuando los balanos son expuestos a una concentracion de 2ug/kg de una mezcla de
6 plaguicidas organofosforados. A partir de esta referencia, podriamos inferir que en todo el
Rio Hardy los organismos presentan dafio oxidativo como efectos de los metales y
plaguicidas. En todos los sitios existe una marcada tendencia a presentar las mayores
concentraciones de Prot Carb en los meses de verano. Observando que en septiembre y
noviembre la defensa antioxidante no es suficiente y la concentracion de la ProtCarb se
eleva drasticamente. Esto sugiere que, al no haber defensas antioxidantes suficientes, el
dafio oxidativo es mayor, lo cual coincide con lo reportado por Velecar (2005). Las altas
concentraciones de Prot Carb (en promedio mayores a las del Dren Durango) pueden ser

causa de efectos sinérgicos entre plaguicidas organofosfatados, metales pesados e
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hidrocarburos, ya que éste es un sitio que presenta un asentamiento urbano de tipo turistico
donde se emplean deportes acuaticos motorizados (Garcia-Hernandez, 2006; Zamora-

Arroyo et al., 2005).

La inhibicion de acetilcolinesterasa se evalué en el cuerpo completo del balano B.
amphitrite, asi como en el hepatopancreas de la almeja C. californiensis para valorar si
existe una relacion con la presencia de plaguicidas y metales pesados en el ambiente. Al
realizar los analisis se estim6 que el substrato de preferencia es la acetilcolina, esta misma
preferencia se ha determinado en otros crustaceos como Artemia salina, A.
parthenogenetica (Vard et al., 2002), Daphnia magna (Jemec et al., 2007), el camaron
blanco L. vannamei (Garcia-de la Parra et al., 2006), en Palaemon serratus (Bocquené et
al., 1990), el camarén ramoneador Paaemontes pugio (Bolton-Warberg et al., 2007), en
bivalvos como M. galloprovincialis (Escartin y Portte, 1997), la almeja Curbicula fluminea
( Mora et al., 1990; Basack et al., 1997) y el ostién C. virginica (Bolton-Warberg et al.,
2007). Durante los bioensayos, el porcentaje de inhibicion de la actividad de la enzima
acetilcolinestersa no presentd una clara tendencia en relacion a la concentracion de dicho
bioensayo. Una posible razon puede ser que esta enzima muestre un actividad bifésica, la
cual se ha detectado en enzimas antoxidantes como la GST y GPx y que se interpreta como
un estado fisiologico en el que se producen mas enzimas antioxidantes (Regoli et al., 2002
y 2005; Radwan, 2009) y en este estudio se presenta este mismo efecto. Otra causa posible
es atribuida al efecto sinérgico de todos los plaguicidas unidos en la mezcla empleada

(Bocquené et al., 1995), que no se consider6 en un principio, ya que es comun el empleo de

91



estas mezclas en estudios de toxicidad (Segala y Fedoroftb, 1989; Hamerd et al, 2000),

dado que de esta manera es como se encuentran comunmente en el ambiente.

Al evaluar la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa, tanto en los bioensayos como en
las muestras colectadas en campo, fue necesario considerar qué porcentaje seria
considerado reflejo de afectacion por contaminantes. Generalmente se asocia el 50% de la
inhibicion de la actividad de esta enzima con dafio irreversible en el organismo; sin
embargo, hay discrepancias al respecto (Peakall, 1992). Jamec et al. (2007) registraron
inhibiciones en la actividad de acetilcolinesterasa de hasta el 70 % en D. magna sin
observar efecto aparente en los organismos. Garcia-de la Parra et al. (2006) evaluaron el
efecto de metamidofos en la actividad de acetilcolinesterasa en la antena ocular del
camaron blanco L. vannamei, concluyendo porcentajes de inhibicion del 48% expuestos a
1.17 mg/kg de metamidofos. Ellos indican que entre los parametros a evaluar en un estudio
de toxicidad se encuentra el comportamiento de los organismos, ya que la respuesta es mas
importante a nivel conductual que bioquimica. En el camardén rosa Farfantapenaeus
duorarum, Coppage y Matthews (1974) determinaron que una exposicion a compuestos
organofosfatados, en general a corto plazo, causa una inhibicion de 80% de la actividad de
la acetilcolinesterasa, el cual se consider6 un porcentaje critico para la sobrevivencia ya que
desde un 75% se observo mortalidad. En otro peneido, el camarén ramoneador P. pugio,
Bolton-Warberg et al. (2006) determinaron una inhibicioén del 77% de la acetilcolinesterasa
en organismos expuestos a una concentracion de 0.05 diclorvos/L, lo que provoca efectos

mortales en los organismos. Sin embargo, ain en estas especies de camarones, las
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variaciones registradas con relacion al efecto inhibitorio de compuestos organofosforados
son altas; ello se atribuye a la composicion quimica de cada uno de estos compuestos, que
se refleja en diferentes afinidades y tasas de fosforilacion e hidrdlisis de la

acetilcolinesterasa (Lignot et al., 1998).

En el presente estudio se observaron porcentajes de inhibicion de acetilcolinesterasa de mas
del 70 %, en el Tapon Sur, lo que indicaria que los organismos estdn severamente
afectados. Considerando como referencia que el 50 % de inhibicion (Peakall, 1992) es
indicativo de dafio irreversible fisiologico, los sitios mas afectados son Dren Durango en
julio y septiembre, Campo Mosqueda en enero, Campo Ramona en mayo, Tapon Norte en
julio y noviembre, asi como Tapon Sur de mayo a noviembre. A diferencia de estos sitios,
siguiendo con los mismos criterios, la misma prueba nos indica que Campo Muiioz y Alto

Golfo no presentan intoxicacion o afectacion por plaguicidas.

Si consideramos un criterio mas estricto con relacion a la linea de referencia en el
porcentaje de inhibicion de acetilcolina del bioensayo, se puede inferir que hay efectos
negativos por la presencia de compuestos organofosfatados a partir de una disminucion de
la actividad enzimatica del 33.6% debido a que es el porcentaje de inhibicion minimo
observado en la exposicion de compuestos organofosfatados. Con el supuesto
anteriormente establecido, se puede inferir que el Dren Durango se encuentra afectado
todos los meses del afio; el Campo Mosqueda en los meses de enero, marzo, septiembre y
noviembre; el Campo Mufioz, enero, mayo y septiembre; el Campo Ramona, de enero a

septiembre; el Tapon Norte de julio a septiembre; el Tapon Sur casi todo el afio con
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excepcion de marzo. Sin embargo, segun este indicador, en el Alto Golfo no hay ninguna
afectacion por compuestos organofosfatados. Considerando lo mencionado anteriormente,
es posible que la afectacion estacional por compuestos organicos no solo esta directamente
relacionada con el flujo del agua en alguno o varios sitios de muestreo. Otros factores
también pueden estar interviniendo, como la presencia de Hg. Se ha observado que este
elemento influye en la actividad de la acetilcolinestersa; sin embargo, en esta area de
estudio no se observa una relacion espacio-temporal entre la concentracion de Hg y la
inhibicion de acetilcolinesterasa, ni tampoco relacion alguna con la concentracion de los
diferentes metales analizados en el presente estudio. Con base en esto, se puede inferir que
los porcentajes mas grandes de inhibicion de acetilcolinesterasa se deben a la accion
conjunta del flujo del agua de retorno, desechos urbanos de las poblaciones asentadas. En
otra perspectiva, el flujo del agua aumenta de enero a abril, meses en los cuales la
afectacion disminuye, es decir, el efecto de los plaguicidas disminuye con la cantidad de
agua. Sin embargo, de abril a julio tanto el flujo como el efecto presentan su menor nivel, lo
cual no sigue la tendencia, si se considerara que el aumento en el flujo de agua disminuye el
efecto de los plaguicidas. Por lo tanto, se deduce que la afectacion principal es por
plaguicidas que provienen de drenes urbanos. En el campo Mosqueda, tampoco se observa
una relacion directa con el flujo del agua, ya que tiende a mostrar una disminucién en el
efecto inhibitorio de acetilcolinesterasa de enero a julio. Si se considera la aplicacion de
pesticidas en el cultivo de trigo el cual ocurre en la época de invierno, se podria inferir que
el efecto inhibitorio que se observa se debe a estas aplicaciones. Otro factor que debe ser

considerado, es la presencia de una represa que en este sitio mantiene un volimen constante
94



de agua. Este sistema debe favorecer un efecto de dilucién en las concentraciones de los
plaguicidas y, por tanto, causar un menor porcentaje de inhibicion de acetilcolinesterasa. En
el Campo Muifioz se observa un efecto inhibitorio oscilatorio. Los bajos porcentajes de
inhibicion probablemente se deban a la existencia de una gran extension de tule que se
encuentra antes del punto de muestreo y a un canal adicional que trae agua del rio
Colorado. Los efectos inhibitorios altos podrian corresponder al dren adicional que lleva

agua de retorno agricola con compuestos organofosforados.

En el Campo Ramona se observa una relacion entre la inhibicion de la acetilcolinesterasa y
el flujo del agua a principios del afio. Esto puede estar muy relacionado con el ciclo de
cultivo del algodon, dado que en el Campo Ramona es donde se descargan directamente
dos drenes secundarios con agua residual agricola que vienen directamente de los cultivos.
En el Tapon Norte el drastico aumento de la inhibicion de acetilcolina se registra de mayo a
septiembre y disminuye en noviembre. Este efecto es atribuido al cumulo de agua en este
sitio, ya que como se ha mencionado antes, es un represa artificial que tiene el objetivo de
mantener el nivel de agua a lo largo de Rio Hardy. Este mismo reservorio diluye la
concentracion de los contaminantes al final del afio, y debido a ésto en noviembre el
porcentaje de inhibicion de acetilcolinesterasa disminuye. Sin embargo, este porcentaje es
mayor a la linea base (33%) que se ha planteado con los resultados del bioensayo, como
afectacion por plaguicidas organofosfatados. En el Tapon Sur, se muestra un elevado
porcentaje de inhibiciébn de la acetilcolinesterasa a partir del mes de mayo que se

incrementa hasta noviembre. Este sitio se ve afectado por la marea del alto golfo, que
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acarrea agua de un dren proveniente de una amplia extension de campos agricolas y que
llega directamente al Tapon Sur (Garcia-Hernandez, 2006; Zamora-Arroyo et al., 2005;
Hinojosa-Huerta et al., 2007). En el Alto Golfo el porcentaje de inhibicion de
acetilcolinesterasa no es indicativo de dafo por plaguicidas organofosforados. Es factible
que al llegar a este sitio, la alta tasa de recambio de las mareas caracteristicas del alto Golfo
(Galindo-Bec et al., 2000; Zamora-Arroyo et al., 2005) eviten que estos compuestos al

igual que sus metabolitos, no causen el efecto alguno.

El modelo multivariado que se empled en el presente estudio fue probado en el Mar Béltico
por Beliaeff y Burgeo (2002) provee una herramienta de estandarizacién para poder
comparar variables con diferentes unidades; sin embargo, no hay que pasar por alto que
este modelo no explica la biologia de los organismos, sino que provee una explicacion
estadistica a la variacion de cada uno de los factores. Un ejemplo de esto es cuando se
calcula la variable con la mejor respuesta de manera global; es decir, sin tomar en
consideracion los muestreos mensuales en el Dren Durango, se observa que los lipidos
peroxidados explican la mayor parte de la variacion, y cuando se realiza esta evaluacion de
manera mensual, la enzima GST se destaca en 4 de los 7 meses de muestreo. Otro caso que
surgid en este trabajo es la respuesta en el Alto Golfo; evaluando el mes de enero se registra
a la inhibicién de acetilcolinesterasa como la mejor variable cuando, desde una perspectiva
toxicoldgica, en este sitio no se encontrd inhibicion de acetilcolinesterasa significativa.
Debido a ésto, el IBR puede ser usado como una herramienta que nos indique tendencias y

no como un estadistico concluyente.
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CONCLUSIONES

A lo largo del Rio Hardy sitios como el Dren Durango, Campo Muifioz, Campo Ramona y
Tapon Norte se muestran afectados de manera irreversible debido a los porcentajes de
inhibiciéon de acetilcolinesterasa y las concentraciones de los lipidos peroxidados y

proteinas carboniladas.

Las diversas alteraciones antropogénicas, como asentamientos urbanos y actividades
turistico-recreativas, coadyuvan al impacto negativo de los contaminantes en los

organismos.

En el presente trabajo no se demostré que el Alto Golfo muestre impacto por los

contaminantes vertidos en los valles agricolas de San Luis Rio Colorado y Mexicali.

El grupo de biomarcadores utilizados sugiere que los balanos responden a contaminantes

agroquimicos.

Las caracteristicas fisiologicas intrinsecas de los balanos le han permitido sobrevivir en

ambientes extremos como en el Rio Hardy.
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Recomendaciones

Realizar muestreos mensuales para tener una estimacion mas exacta de las variaciones en
las actividades enzimaticas e indicadores de dafio. Es posible que no se perciban descargas

adicionales en los meses que no se esta colectando.

Realizar bioensayos de las muestras de balanos del Rio Hardy aclimatandoles con agua
natural del rio Colorado. Con la finalidad de tener una estimacion mas exacta de la
respuesta de los indicadores usados sin exponerse a los residuos de los contaminantes

agroquimicos.

Realizar estudios sobre los parametros poblacionales del Balano B. amphitrite. Para estimar
el tiempo de exposicion y posibles afectaciones al crecimiento y/o reproduccion causados

por los residuos de los compuestos

Replantear los puntos de muestreo adicionado canales o drenes secundarios. Para tener una

estimacion de los indicadores antes de incorporarse al Rio Hardy.
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Anexo I

Tabla IV. Actividad promedio mensual de la enzima GPx (nmol min" mg™ Prot) en los diferentes sitios de muestreo. Letras en superindice

muestran diferencia significativa, LSD p < 0.05.

Mes DeDu CaMo CaMu CaRa TaNo TaSu GC

Enero 326+18.8%° 171+13.9° 7324219  198+41.9° 1719+261°  80.249.3"  0.94+0.29°
Marzo 273498.3% 430+164°  429+102°  336+26.5°  10721+1346° 55.2+10.9° 261423.6°
Mayo 143424.9°  455+103°  260+18.0°  1314+199° 7334272 60.9£14.2" 181+67.7°
Julio 1132+468° 139+78.7°° 76.747.9°  71.5+£14.4 126+93° 292429.9"  14.9+0.3“
Septiembre  143+38*!  329+143"  72.3+19.2 4814266  136+24.2°  350+18.9° 47.4+28.8¢
Noviembre 442+108% 249+19.5% 7398+2882° 35149.4%  330+20.9°  2723+364° 101+20.2°
Promedio 451 296 1294 459 2303 597 101

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona, TaNo=Tapon Norte, TaSu=

Tapon Sur.
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muestran diferencia significativa, LSD p < 0.05.

Tabla V. Actividad promedio mensual de la enzima GST (nmoles mg" Prot) en los diferentes sitios de muestreo. Letras en superindice

Mes DeDu CaMo CaMu CaRa TaNo TaSu GC

Enero 1737465.5°  568+7.6" 92843207  52.549.5"  14281+2617° 559+60.4°  861+107°
Marzo 436+53.2°  426+33.4° 309+52.2° 66.5+11.1°  404+126° 214+60.8"  723+98.5°
Mayo 247426.1b°  8854251°  31346.6°  2965+1221° 574+184° 56.9+16.8°  468+194°
Julio 403+396° 556+118"  202+44.5™ 32.1+£5.6°  179+73.19  5404852"  112+16.1°
Septiembre  174+432°  212+116°  152+£30.9° 284+80.5°  68.5+39.7%  140+74.5*  153+31.7
Noviembre 15256+8430% 73.9+21.7° 261+59.3* 109+14.9*  323+36.9°  3137+1177% 704+84.1°
Promedio 2,654 453 382 585 2,638 775 503

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona, TaNo=Tapon Norte, TaSu=

Tapon Sur.
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superindice muestran diferencia significativa, LSD p < 0.05.

Mes DeDu CaMo CaMu CaRa TaNo TaSu GC

Enero 41.5:1.4% 31.550.72° 41.1£14.3" 34.624.7°  76.2+23.6° 27.5£2.6° 14.3+1.4°
Marzo 26.7+1°  40.5+3.5°  27.1+5.8° 252423 343457 32.9+3.6% 14.6+3.7°
Mayo 8.4+0.76° 31.7+7°  27.9+0.89° 156+23.6' 52.0420.2° 36.6+4.5™ 11.8+2.6™
Julio 107428.5% 25.7+6.9°  9.9+1.2°  19.1+11.7° 7.5£0.96° 459+22% 13.4+1.2%
Septiembre 11.142.4° 24.8+3.0 28.7+22° 64.4+16.1° 9.8+1.6%  27.2+8.5" 15.4+4
Noviembre 42.5+8.6" 27.6+1.7° 30+3° 28.3+1° 37.443.9b° 567+128° 10.8+1.6°
Promedio  51.5 29.7 27.4 54.7 36.2 122.9 13.4

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona, TaNo=Tapon Norte, TaSu= Tapon Sur.

Tabla VI. Concentraciéon promedio mensual de Lipidos Peroxidados (nmoles mg" Prot) en los diferentes sitios de muestreo. Letras en

119



superindice muestran diferencia significativa, LSD p < 0.05.

Tabla VII. Concentraciéon’ promedio mensual de Proteinas Carboniladas (nmol mg" TH) en los diferentes sitios de muestreo. Letras en

Mes DeDu CaMo CaMu CaRa TaNo TaSu GC

Enero 186+46.8°  344+79.4°  42.6%5° 579+74.9°  267+0.12°  79+14.4°  46.2+11°
Marzo 86.6+58.5°  281+49.6°  374+81.6°  542+33.5%  85.1+15.6° 45.9+53*  77.8£0.37°
Mayo 282437.4  292476.6°  107+15.1°  332+41.9°¢  281+18? 202+72.2°  175+72.7°
Julio 371£70.9%  176+32.6°  201+51.8°  742+30° 212439.5°  76.3+10.5° 318+13.1°
Septiembre ~ 339+72.0°%  256+11.2°¢  57+12.8*  376+35.1b% 171+31.5%  80.9+41.2° 47.3+83.4°
Noviembre — 293+50.2°%  322426.2%° 453+21.3" 326+31.5"  315+36.1° 198+97.7°  79.3+8.3"

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona, TaNo=Tapon Norte, TaSu=

Tapon Sur.
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Tabla VIII. Porcentajes de inhibicion observados durante el bioensayo con una mezcla de 6 plaguicidas.

Bco

Cl

C2

C3

Bioensayo 0°

43.5+0.7°

57.946.0°

33.6+1.1¢

C1= concentracion de 2 pg/kg, C2= concentracion de 5 pg/kg, C3= concentracion de 10 pg/kg
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Tabla IX. Porcentaje de inhibicin observado en balanos y almejas del Rio Hardy y Alto Golfo

Sitio DeDu CaMo CaMu CaRa TaNo TaSu AG

Enero 49.5+10.9* 67.243.5°  44.5+10.6* 382+6.0°  10.141.2*° 38.9+6.1*  6.0+1.5°
Marzo 477+11.9° 43.141.9°  21.5+7.4° 44.8+1.14° 10.6+3.7* 24.64+10.2*° 7.8+1.7*
Mayo 35.149.0° 25.2+13.3% 33.444.9°  52.6+£5.0°  7.342.7° 542488  7.9+0.7°
Julio 57.947.3°  12.942.7°  18.9+£5.5° 32.7+11.5" 59.1+3.4° 68.2+1.9° 3.3+0.7%
Septiembre  76.4+2.3°  393+1.1°  49.1£3%  38.1£11.4* 80.5+5.4° 69.4+62° = 5.7+.0.6°
Noviembre — 47.5+4.1°  34.7+7° 25.9+5.7°  14.8+1.5°  43.73.1¢  74.142.9°  6.4+2.1°

DeDu= Dren Durango, CaMo=Campo Mosqueda, CaMu= Campo Mufioz, CaRa= Campo Ramona, TaNo=Tapon Norte, TaSu=

Tapon Sur.
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