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RESUMEN

Se evalud la genotoxicidad en células epiteliales del
tubo digestivo del mejillén  Mytilus californianus
colectados en cuatro 2zonas: Km.105 carr. Tij-Ens.,
Rompeolas y Punta Banda de la Bahia Todos Santos y una
cuarta ubicada en el Ejido Eréndira; esta Gltima
considerada como una zona pristina.

Se colectaron un total de 80 organismos en los meses
de diciembre de 1989 y abril de 1990. Con el objetivo de
analizar las frecuencias de aberraciones cromosdémicas
ademds de los siguientes parédmetros en nlcleo interféasico:
a) Frecuencia de microncleos MN b) Frecuencias de nGcleos
heteropicnéticos, reticulados y rupturas.

En el primer muestreo se observd cierta relacidn
entre frecuencias altas de aberraciones nucleares con
respecto a las zonas mas contaminadas, asi mismo el bajo
indice mitético presenté variacién interindividual y en
ocasiones se vid abatido. Las poblaciones del Ej.Eréndira
y el Km. 105 presentaron frecuencias bajas de aberraciones.

El bajo indice mitdético no permitié el estudio
de aberraciones cromosémicas.

En el segundo muestreo ocurridé lo mismo con el 1indice
mitético. No es clara 1la relacidén entre el grado de
contaminacién en las zonas Yy las frecuencias de
aberraciones encontradas; lo cual puede ser atribuible a
una gran cantidad de factores fisicoquimicos y bioldégicos.

Como estudio adicional se compard el efecto del choque
hipoténico en la prueba de micronlicleos 1lo cual revela
diferencias significativas.

VI
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INTRODUCCION

El mejillén californiano Mytilus californianus
(Conrad, 1837) es uno de los invertebrados mas comunes a
lo largo de las costas de Baja California. Generalmente se
le encuentra formando densas colonias en el intermareal
rocoso; precisamente en zonas expuestas a la gran actividad
del oleaje.

'Mytilus californianus pertenece a la clase Bivalvia
del Phyllum molusca. Son organismos filtroalimentadores de
detritus organico Yy plancton; principalmente
dinoflagelados.

Su distribucién es amplia y comprende desde las Islas
Aleutianas en Alaska, hasta 1la regidén sur de Baja
California (Harderlie y Abbott, 1980).

Las poblaciones de mejillones son considerardas como
una alternartiva en la produccién de alimento altamente
nutritivo y de bajo costo (De la Garza - Montano, 1987).
No obstante su importancia econdémica no debe ser limitada a
este aspecto, ya dque el papel ecolégico de estas
poblaciones es el de consolidar microambientes dificilmente
sustituibles y que son.explotados por una diversidad de
organismos.

El mecanismo de alimentacién del mejillén californiano
es el mismo que la mayoria de los moluscos bivalvos y se

lleva a cabo cuando el organismo se encuentra sumergido;
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entonces abre las valvas ligeramente y genera corrientes
por medio de cilios, moviendo asi el agua hasta hacerla
pasar por las branquias. Estos organos sirven de filtros
que atrapan el alimento que posteriormente seré
transportado en el mucus, hasta los palpos y después a la
boca.

Su capacidad filtradora se ha estimado entre los dos y
tres litros de agua por hora, durante la alimentacidn
(Harderlie y Abbott, 1980)..

Los mejillones captan ademds del alimento particulas
extrafias; muchas de 1las cuales son contaminantes como
netales pesados, elementos transurénicos, hidrocarburos de
petréleo y halogenados; tendiendo a biocacumularlos en
niveles mayores que los del medio circundante (Goldberg et
al.,1978). Esta capacidad de bioacumulacién de los
bivalvos ha sido considerada en algunos paises, importante
para medir el grado de contaminacién del ambiente y en
torno a esto se han generado programas de monitoreo gque
emplean especies bioindicadoras de contaminacidén; tal es
el caso del desarrollado por Goldberg et al., (1978)
denominado " Mussel Watch" mismo que ha estimulado 1la
formacién de nuevos programas de naturaleza similar en el
Mediterrédneo, Chile y Turquia, por citar algunos ejemplos.

Este programa ha rendido reportes anuales sobre los
niveles de bioacumulacién en mejillones a lo largo de las

costas de E.U. en el ocedno Pacifico, Golfo de México vy



ocedno Atléantico.

A pesar de los logros obtenidos' acerca de las
concentraciones de contaminantes presentes en los
organismos analizados, los autores plantean objetivos a
futuro que intenten describir el efecto biolégico de 1los
contaminantes, entre los cuales se menciona la necesidad de
indicadores fisiolégicos de contaminacién ademas de la
aplicacién de la prueba de Ames para mutagénesis vy
carcinogénesis (Goldberg et al., 1978).

Los datos generados en este rubro, han sido destinados
a la proteccién de 1la salud ﬁﬁblica; estableciendo los
méximos permisibles de contaminantes en tejidos de peces y
mariscos para el consumo humano.

En Estados-Unidos el organismo encargado de dicha
labor es 1la Administracién de Alimentos vy Farmacos
(F.D.A).

Por otro lado, aunque se ha cuestionado el efecto que
pudieran tener 1los contaminantes sobre los organismos
marinos; adn se es incapaz de definir 1las consecuencias
ambientales para cualquier nivel de biocacumulacién en
alguna especie determinada (Peddicord, 1984).

Ciertos agentes . quimicos, como pesticidas y
disolventes orgédnicos tienen la capacidad de alterar el
material genético de los organismos expuestos a ellos; es
decir, actdan como agentes mutagénicos ya sea aisladamente

© en conjunto, provocando dos tipos de alteraciones



basicas:

a)- Mutaciones génicas: Por sustitucién, eliminacién
y adicién de nucleotidos.

b) - Mutaciones cromosdmicas: Por rearreglos
cromosémicos y alteraciones de nGmero (tabla 1).

Este tipo de mutaciones son consideradas como fuente
badsica (mas no finica) de variabilidad genética y ocurren
con una frecuencia muy baja, sin direccién y al azar, cuya
importancia para la evolucidén es en el sentido de gque no
estan 6rientadas con respecto a la adaptacién (Ayala vy
Kiger, 1984).

No obstante en 1la medida que 1los mutdgenos son
introducidos en la biosfera, estos incrementan la tasa
mutacional, generando aquellas mutacionés consideradas como
dafiinas (letales y subletales), puesto que no son
favorecidas por la seleccién natural con respecto a un
ambiente especifico.

Cabe afiadir que algunos procesos metabdlicos como los
de desintoxicaccidén (destruccién de agentes nocivos por
células y tejidos) pueden conducir a la degradacidén o
modificacién de sustancias ambientales que en un momento
dado pudieran ser téxicas y convertirlas en indcuas.

Sin embargo, es posible la conversién de sustancias
inécuas en derivados mutagénicos en el transcurso de su

biotransformacién (Drake y Flame, 1972).
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Como una manera de evitar confusién en el empleo de
algunos términos propios de la genética, es pertinente
definir aquellos que serdn continuamente citados a lo largo
del presente estudio.

Los términos mutagénesis Yy carcinogénesis son
conceptos muy precisos a pesar de que se refieren a eventos
muy complejos; de ahi que se define como mutdgeno al agente
capaz de incrementar la tasa de mutacién y conocemos como
carcinégeno al agente capaz de incrementar 1la tasa de
aparicién de un tumor.

Sin embargo, el término genotoxicidad es un concepto
menos preciso el cual etimoldgicamente significa
" toxicidad para el genoma ". Una razdn para emplear este
término es que hace hincapie al hecho de que los ataques al
genoma pueden originarl diferentes efectos como:
Mutagénesis, induccidén de fagos, muerte célular, inhibicién
de 1la divisidn celular, rompimiento cromosdmico y
rompimiento de microtabulos.

Cada uno de estos efectos pueden ser considerados como
puntos terminales para estimar genotoxicidad. 8in embargo
es cierto que hoy en dia no existe un concenso para su

estimacién (Hofnung y Quillardet, 1984).

Por otra parte, el problema referente al efecto
bioldégico de 1los contaminantes ha sido abordado desde

varios puntos de vista: Principalmente tratando de evaluar
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el " stress ambiental " haciendo un enfoque en las
consecuencias sobre el proceso reproductivo (Straughan,
1977; Bayne et al., 1979; Bayne et al., 1981) vy la
sensibilidad de juveniles (Nelson et al., 1988).

Asi mismo se ha evaluado el efecto a nivel
citogenético mediante estudios relacionados con las
aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas
hermanas [ICH] (Dixon, 1982; Dixon y Clarke, 1982; Harrison
y Jones, 1982; Al-Sabti y Kurelec, 1985; Brunetti et al..
1986) y aunqgue han sido propuestos como parametros
relevantes en la evaluacién de sustancias genotdxicas;
presentan ciertas limitantes como lo es el bajo valor
estadistico que ofrecen debido al pequefio nGmero de células
gue pueden ser examinadas (Dixon y Clarke, 1982; Heddle et
al., 1983 y Marquez - Becerra, 1987).

Sin embargo otra manera de estimar el efecto
genotéxico de las sustancias mutagénicas; es aquella en la
cual se detecta el dafo al material genético a través de la
evaluacién de las células interféasicas.

La prueba de micronticleos desarrollada por Von
Ledebur y Schmid (1973), Schmid (1975) y Heddle (1983) ha
demostrado ser un sensible indicador de dafio cromosémico vy
se ha presentado como una alternativa para la evaluacidn de
genotoxicidad en el medio marino (Majone et al., 1987;
Marquez- Becerra, 1987; Brunetti et al., 1988; Majone et

al., 1988).



Los micronlicleos (MN) fueron descritos por Jolly en
1905 (Bruﬁetti et al., 1988) como pequefios cuerpos de ADN
los cuales se pueden encontrar cerca del nGcleo principal
durante la interfase, como consecuencia de rompimientos
cromosdmicos o disfunciones del aparato mitético. Esto se
debe a que en la etapa de anafase, los cromosomas
acéntricos, fragmentos cromosdémicos Yy cromosomas con
centrémero inactivado no se segregan normalmente y no es
sino hasta culminada la telofase que se manifiestan como
uno o mas nGcleos secundarios en una u otra célula (Von
Ledebur y Schmid, 1973). (fig.1)

Los primeros estudios realizados in vivo fueron
basados en la identificacién de micronficleos en eritrocitos
policromdticos (EPC) de células de médula oésea de ratdn,
este ensayo es ampliamente conocido dada su gran utilidad

Hoy en dia su aplicacidén es tan amplia que se han

realizado estudios tanto in vivo como in vitro en células

de diversas especies de plantas (Vicia faba, Tradescantia
sp. etc.) y animales (cricetos, monos, ratas, etc.) ademas
del ser humano. Especies en las que se ha comprobado el
efecto citogenético de wuna amplia lista de agentes
mutagénicos y carcinogénicos.

De acuerdo con Heddle et al., (1983) esta prueba
ofrece ademds de su simplicidad y rapidez las sigqguientes

ventajas:

a) - Los micronlcleos pueden ser observados a través



I (a)-(d)

(£)

(h)

(a) {b)

;5 (a)-(q)

(e)

(£)-(g)

fragmento acentrico

(g)

(h)

Etapas de interfase a profase
Accidn de un agente mutagénico
del tipo clastdgeno.

Durante la metafase se observa
el fragmento cromosdémico, re-
sultado de la accién del clas-
tdgeno.

En la anafase temprana y tar-
dia el fragmento permanece re-
zagado (g).

En la telofase, una vez culmi-
nada la citocinesis el fragmento
permanece en una u otra célula
como un nlclec secundario o
microniiclec (MN).

Etapas de interfase a profase.
Accidn de un genotdxico inhibi-
dor de la sintesis del huso
mitotico.

Algunos cromosomas permanecen

a la deriva durante la anafase
y al culminar la telofase (h)
formardn un micronicleo de mayor

tamafio_en la interfase préxima.

Z

"|||||||') !!Illlll"
=

(S

MN

Figura 1. Mecanismo de formacién de los micronficleos.

I - Accidn de un mutdgeno del tipo clastdgeno.
II- Accidn de un genotdxico perturbador del huso acromiatico.




10

del ciclo celular.

b) = El nGmero de células evaluables es ilimitado.

c) - No se requiere de cariotipo, ni de células en
metafase.
d) - Los micronGcleos originados durante la divisién

celular persisten al menos hasta la interfase préxima, de
tal forma que el tiempo requerido para preparar la muestra
resulta ser menos critico.

e) - No se requiere de ningn agente inhibidor de 1la
sintesis del huso mitético.

f) - El1 significado de los microntGcleos es
comparativamente mas claro que otras pruebas citogenéticas;
tales como hendiduras cromosémicas o intercambio de
cromdtidas hermanas (ICH).

g) - Se detecta con esta prueba, disfunciones o
alteraciones del aparato mitético.

Ademds mediante la comparacién de sus didmetros es
posible discernir si los micronGcleos fueron inducidos por
clastégenos o bien, por genotdéxicos inhibidores de la
sintesis del huso acromitico " Spindle poissons " (Yamamoto
y Kikuchi, 1980).

Sin embargo dentro de las limitantes es posible citar
entre .ellas: La imposibilidad de detectar dafios provocados
por agentes que no rompen al cromosoma (mutaciones
génicas); asi como aquellas aberraciones gque involucren

rearreglos cromosdmicos v.gr. inversiones y traslocaciones.
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Ademéds de los micronﬁcleos,' existen otros tipos de
aberraciones nucleares cuyo andlisis es complementario vy
comparable en utilidad al de las aberraciones cromosdmicas;
tal es el caso de las heteropicnosis, cariorrexis vy
apoptésis.

La frecuencia de este tipo de aberraciones en nflicleos
interfasicos ha sido empleada como pardmetros importantes
en la evaluacidén de genotoxicidad; asi mismo se 1les ha
relacionado con la proliferacién de tumores y canceres en
los tejidos afectados; o bien con la muerte celular

1., 1980; Goldberg y Chidiac,

(Stewart, 1977; Wyllie et

1986) .

Ahora bien, dada la importancia del andlisis en ntcleo

interfasico; cabe detallar el proceso del Ciclo Celular.
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CICLO CELULAR

La vida celular se inicia con 1la Aformacién de una
célula como resultado de la divisidédn de una célula madre vy
culmina con la formacidén de células hijas (divisidén) o
bien, con la muerte o especializacidén celular.

A esta serie de fenbmenos entre 1los cuales se
involucra la distribucién de material genético en las
células hijas, se le ha denominado ciclo celular (fig. 2).

En el se distinguen morfologicamente dos
grandes etapas:

a) Interfase b) Mitosis

La mayor parte del ciclo corresponde al periodo de
interfase y es aqui donde ocurren fendmenos bioquimicamente
importantes coﬁo el periodo de sintesis (S); durante el
cual el material genético se duplica. Este periodo es
precedido por un periodo G1 (" gap ": hueco) y seguido por
un periodo G2. Mismos que se caracterizan por 1la intensa
actividad metabdlica y crecimiento celular.

En elzperiodo de mitosis (fig. 3) el material genético
se condensa formando cromosomas, los cuales se separan para
dar origen a dos nuevas células. Este fendmeno es de corta
duracién por lo que es. mas conveniente el andlisis en
nGcleo interféasico.

En la célula interfasica eucaridética es posible 1la
observacién del nlGcleo como tal, dentro de &l estéan

incluidos 1los cromosomas en forma de fibras de



. . . Detencidon de la sintesis de ARN,
Sintesis de proteinas disminucion de la sintesis de

para la mitosis i
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r-\\\ //’ Punto donde G1 se detiene
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Algunos procesos moleculares mas importantes durante el ciclo celular.

Figura 2. :
(Tomado de De Robertis y De Robertis,1984).
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cromosoma membrana nuclear

fibras del huso
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<

(d)

e
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Figura 3.

Las cuatro etapas de la mitosis.

(a) Profase (b) Metafase (c) Anafase (d)

Telofase (e) Celulas hijas en
interfase,
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nucleoproteinas muy laxas que en conjunto reciben el nombre
de cromatina, la cual estd bien delimitada por una membrana
o envoltura nuclear compleja.

La condensacién del material cromatinico recibe el
nombre de .picnésis, la cual se puede manifestar
parcialmente generando regiones heteropicndéticas dentro del

nGcleo. Esta aberracidén nuclear ha sido descrita por

algunos autores como la evidencia de genes
inactivados dentro del genoma (Marquez - Becerrg, com.
pers.)

Por otra parte, los nGcleos reticulados o

cariorrécticos Karyorrhectic nuclei son producto de una
condensacidn excesiva que culmina en una lesidén destructiva
del nGcleo, 1la cual parece dividirlo en fragmentos
hipercromaticos. En estos casos la envoltura nuclear no es
visible y los nGcleos son claramente distinguibles de los
normales (Wyllie, 1979). El 1indice cariorréctico es
empleado en la evaluacién de genotoxicidad y se ha
considerado evidencia de muerte celular.

Existe también el término apoptdsis propuesto por Kerr
et al., (1972) (citado en Wyllie et al., 1980) que describe
una serie de eventos precedentes a la muerte celular que
tienen por caracteristica la formacidn de cuerpos
apoptéticos (vacuolas) las que también son indicadores del

contacto con genotdxicos y agentes carcinogénicos
T e O P o TS S R AR 53]
1Carlos Mdrquez-Becerra F.C,/U.A,B,C.,AP #1880, Ensenada B.C.
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1., 1983; Ronen y Heddle, 1984).

(Wargovich et

Sin embargo dicho fenémeno ha sido relacionado en gran
parte con la regulacién homeostatica de los tejidos adultos
o bien, con la sustitucién de células muertas ( o
degeneradas) . por células nuevas durante el desarrollo
embrionario normal. A diferencia del proceso necrético el
cual no es determinado por factores intrinsecos de 1la
célula; sino que se debe a perturbaciones ambientales
violentas (Wyllie et al., 1980).

Por otra parte, a pesar de las diferencias entre los
procesos apoptdticos y necréticos (que revela la
microscopia electrénica) los términos picnésis y
cariorrexis (reticulaciones) pueden ser legitimamente
empleados en la descripcién de ciertas fases de la

evolucién de ambos cuando se analiza mediante microscopia

de campo claro (Wyllie et al., 1980).

La finalidad de este trabajo consistié en evaluar el
impacto de los genotdxicos ambientales sobre poblaciones de
células, obtenidas del epitelio del tubo digestivo de
mejillones Mytilus californianus.

Para tal fin se analizaron micronicleos y otras
aberraciones nucleares como pardmetros significativos de

genotoxicidad.



ANTECEDENTES

BIOACUMULACION DE AGENTES QUIMICOS EN Mytilus
californianus DE LA BAHIA TODOS SANTOS

En los afios sesentas se da& el florecimiento de 1la
conciencia ecolégica, lo cual convierte a la contaminacién
marina en un tépico de gran interés y esto a su vez genera
el auge de estudios sobre bioacumulacién; la que en sentido
amplio incluye 1las mediciones de contaminantes sin
considerar la fuente o mecanismo para su introduccién
(Peddicord, 1984).

Se acufian ademds los términos: Bioconcentracién vy
bioamplificacién. El primero se refiere al proceso
mediante el cual los agentes quimicos entran en los
organismos acudticos a través del tejido epitelial y
branquias, directamente del agua (Brungs y Mount, 1978).
El segundo término considera el mecanismo mediante el cual
las concentraciones de los residuos biocacumulados son
incrementados a través de las cadenas troficas (Macek et
al., 1979).

Para la costa noroccidental de la Baja
California, Suarez Vidal y Acosta Ruiz (1976b) determinaron
la distribucién de Cu y 2n en Mytilus californianus
encontrando valores bajos, si son comparados con otras
areas. Sin embargo de ninguna manera queda excenta de

contaminacién por metales pesados.

17
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Asi también, los mismos ‘autores (1976a) encontraron
qﬁe la distribucién de las concentraciones de DDT en el
mejilldén, no se apega a un patrén definido y aunque los
valores tienden a decrecer, la persistencia de dicho
contaminante en el medio marino sera de varios arios.

Gutierrez - Galindo et al., (1983a) encontraron que
aunque la variacién temporal y espacial de pesticidas
organoclorados; examinados en Mytilus californianus no se
apega a un patrén definido; 1los niveles de DDT y sus
metabolitos, fueron mayores comparados con el resto de los
organoclorados.

Ellos detectaron valores maximos en visceras Yy
minimos en manto y misculo. Los niveles de DDT total
detectados, no rebasan los méximos permisibles para el
consumo humano (5mg/Kg) establecido por la Administracién
de Alimentos y Farmacos (FDA por sus siglas en ingles) en
1969.

También establecen que la razén de X DDT/BPC
(bifenilos policlorados) fue menor a 1 én el Aarea de
estudio (Gutierrez - Galindo et al., 1983b).

Por Gltimo en 1988, Reynoso - Nufio y Jorajuria
analizaron concentraciones de metales pesados en
poblaciones autdéctonas del mejillén M. californianus de la
costa occidental de Baja California. Asi mismo hicieron
trasplantes de organismos procedentes de E.U.A. en Isla

Todos Santos y San Quintin. Los valores encontrados
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muestran gque las poblaciones de mejillones de Baja
California y en especial Punta  Abreojos, presentan

condiciones altamente pristinas.

EFECTO DE LOS CONTAMINANTES A NIVEL CITOGENETCO

A pesar de que se ha reconocido el efecto del "stress
ambiental", integrando efectos bioquimicos vy citolégicos
para evaluar los impactos mas generales en algunas
poblaciones (Bayne et al., 1979). Los trabajos
concernientes al efecto de genotéxicos ambientales sobre
organismos marinos han sido pocos.

Battaglia et al., (1980) sugieren que los cambios
detectados en las frecuencias génicas de Mytilus
galloprovincialis, pueden estar relacionadas al érado de
contaminacién en las areas de muestreo.

Asi mismo establecen que la poblacién de dichos
mejillones muestra una desviacién de las expectativas
Hardy-Weinberg con una deficiencia de heterocigotos debido
al fuerte efecto selectivo al que estén sujetos.

Dixon (1982) encuentra una elevada incidencia de
aneuploidias (26%) en embriones de mejillones Mytilus
edulis, en un puerto contaminado; en comparacién con el
valor para una costa abierta que fué de 8% .

En otro trabajo se observé que los niveles altos del
mutdgeno mitomicina €, incrementaron el intercambio

de cromatidas hermanas [ICH] Yy de aberraciones
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cromosémicas (Dixon y Clarke, 1982).

Harrison y Jones en 1982 desarrollaron un ensayo in

vivo sobre intercambio de crom&tidas hermanas en Mytilus

edulis para medir el efecto de tres mutigenos:
Bromodesoxyuridina (BRdUrd), mitomicina C€ (MMC) vy metil
metanosulfonato (MMS); mismo que proponen como una
alternativa para los estudios de deteccién de genotdxicos

en ambientes marinos y estuarinos.

En 1985, Al-Sabti y Kurelec, determinaron la presencia
de aberraciones cromosémicas en el mejillon M.
galloprovincialis para evaluar la calidad ambiental. Ellos
presentan la posibilidad de wutilizar Ila frecuencia de
dichas aberraciones, como un parametro relevante en la
evaluacién de sustancias genotéxicas presentes en el medio.

Brunetti et al., (1986) proponen que los analisis
sobre intercambio de cromd&tidas hermanas ofrecen un
sistema r&pido, sensible y cuantitativo para el estudio in
vivo de los efectos citogenéticos de algunos organismos
marinos en los primeros estadios del desarrollo
embrionario, empleando.para ello M, galloprovincialis.

Dadas las dificultades que se han presentado en los
estudios anteriores; se citan a continuacidén aquellos que
han marcado la pauta en los estudios sobre monitoreo de

genotéxicos ambientales en el medio marino; los gque basados
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en la prueba de micronGcleos desarrollada por Von Ledebur y
.Schmid a principios de 1los aflos setentas, han dado
respuesta a las interrogantes citogenéticas de algunas
especies acuaticas, en particular, los invertebrados
marinos.

En 1987, MaArquez-Becerra, propone un método para
evaluar la actividad genotéxica de los contaminantes del
ambiente marino, el cual se basa en el analisis de
células en interfase (micronGcleos y'nﬁcleos fragmentados)
a partir de epitelio branquial de mejillones.

Este metodo es extrapolable a otros epitelios,

incluyendo el del tubo digestivo.

En el mismo afio, Majone et al (1987) determinaron
la frecuencia de micronidcleos inducidos por mitomicina C
(MMC) en células de epitelio branquial del mejillén M.
gelloprovincialis, e indican la conveniencia de este
sistema para detectar 1la induccidén de esta aberracidn
nuclear en condiciones experimentales; asi como para el
rastreo de genotdxicos ambientales. Ademas debido al
patrén de produccidén de micronGcleos, atn después del
tratamiento con MMC;. recomiendan este sistema como
parametro para evaluar la genotoxicidad de los
contaminantes que actuaron con anterioridad al muestreo.

Posteriormente, Brunetti et al., (1988) detectaron la

frecuencia de micronticleos en tejido branquial de Mytilus



22
galloprovincialis y lo sugieren como un método rapido vy
sensitivo para el monitéreo de genotoxicidad ambiental.

Por ultimo, Scarpato et al., (1990) determinaron en
laboratorio, la actividad mutagénica de los compuestos
vincristina y benzo(a)pireno mediante el ensayo de
micronGcleos en tejido branquial de Mytilus
galloprovincialis.

Asi mismo expusieron mejillones a zonas contaminadas
y los colectaron posteriormente, encontrando frecuencias de
microntcleos significativamente mds altas que las del grupo

control.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad genotdxica de el ambiente
marino en cuatro zonas: Km.105 carr. Tij-Ens., Rompeolas Yy
Punta Banda en la Bahia de Todos Santos y wuna cuarta
ubicada en el Ejido Eréndira B. d. Empleando como

organismo de estudio al mejillén Mytilus californianus.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar tipo vy frecuencia de aberraciones
cromosdmicas.

b) Determinar frecuencia de micronfcleos.

c) Determinar frecuencias de rupturas, heteropicnosis

y reticulaciones en nGcleo interféasico.
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AREA DE ESTUDIO

La estaciones de muestreo se escogieron con base a los
siguientes criterios:
a) Que en ellas existieran poblaciones de mejillones
de féacil acceso.
b) Que estuvieran influenciadas ya sea directa o
indirectamente por descargas.
c) Que se ubicaran en tres puntos representativos de
la Bahia Todos Santos.
Una vez considerado lo anterior se establecieron las
poblaciones de mejillones para el estudio, quedando de la
siguiente manera:

P1- Km 105 carr. Tijuana - Ensenada

P2- Zona del rompeolas (frente al Vigia)

P3- Punta banda (campo packard)

P4- Ejido Eréndira (punta cabras)

En lo éﬁe.al inciso (b) respecta, la Gnica poblacidn
en la cual se observé la influencia directa de una descarga
fué en aquella localizada en la zona del rompeolas. En el
resto de las estaciones la influencia fué indirecta.

La poblacion de mejillones del Km 105 se encuentra
ubicada frente a un hotel y se caracteriza por ser uno de
los bancos de mejillones mas grandes gque se pueden

encontrar entre las zonas de San Miguel y Punta Morro.

Por otra parte, 1la poblacién de Punta Banda se

24
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encuentra frente a un campo turistico donde los
asentamientos humanos son muy pocos. Cabe hacer notar que
cercana a esta zona se encuentra el estero de Punta Banda.

Por Gltimo, la poblacién ubicada en el ejido Eréndira
se caracteriza por ser una de las mas grandes, localizada
en una zona abierta donde los oleajes son muy intensos. En
particular punta cabras (lugar especifico de colecta) se

localiza a aproximadamente 3 Km de distancia de la

poblacidén rural.



METODOLOGIA

Se estudiaron un total de 80 organismos 1llevando a
cabo dos colectas:

Una en diciembre de 1989 y la otra en abril de 1990.

En cada ocasidén se colectaron diez organismos con una
talla promedio de 7 cm + 0.79; provenientes de las
poblaciones situadas en el intermareal rocoso en las
siguiehtes estaciones de muestreo (Tabla II; fig. 4 y 5)

Pl1- Km 105 carr. Tijuana - Ensenada.

P2- Zona del rompeolas.

P3- Campo Packard, Punta Banda.

P4- Punta Cabras en Ejido Eréndira.

Los organismos fueron trasladados al 1ab6ratorio en
agua propia del lugar de colecta. cuando fué posible se
trabajaron de manera inmediata o bien, dentro de 1las 24
horas posteriores. La técnica seguida fué de acuerdo a la
descrita por Marquez - Becerra, (1989).

Los mejillones se mantuvieron en acuarios de
aproximadamente 100 L de capacidad, con aereacidn constante
y filtracién por medio de carbdn activado (no se empled
filtracién biolégica). .

Parte de los organismos fueron inyectados con 1 ml de
colchicina al 0.04% w/v en medio de Benex (tabla III).

La inyeccidn se efectué utilizando una Jjeringa

hipodérmica convencional, introduciendo la aguja por medio
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TABLA II
TALLA PROMEDIO EN LOS ORGANISHMOS
DE ESTUDIO

T | T IO | T
P, KN.105 Xz 149 Xz 7.3
P, RONPEOLAS X,z 7.83 Xz 73
P, PUNTA BANDA | ¥,= 7,78 X,z 7.82
P, ELERENDIRA | ¥,= 2.9 Xz 747
e s

27



28

16°80' 116°45' 1°40'
31°55" M -
ENSENADA
P1
31°30'H H31050"
ISLAS
TODOS SANTOS
X BAHIA TODOS SANTOS
1 bl Punta Banda H3eas'
P3
H 31940 H 31°40"
||s:4o'
Fig. 4 Zonas de muestrec de Mytilus californianus en el

intermareal rocoso de Bahia Todos Santos.
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TABLA III

CONSTITUYENTES DEL MEDIO BENEX

[ e e

MEDIO DE CULTIVO PARA ORGANOS
DE Mytilus edulis BENEX (1967)
SUBSTANCIAS COH%EHTRRCION

sR/L1)
Nacllllllllll.lllll.llia
Kcllllll'l!llllllll‘llll
ngclzllllllllll.lllillialis
chIEIIIlII|IlI| lllll |n0|20
HaHC03l|III.I.IIIIII.I'OI?D
NaIHP04Ill'lllllllll!llolsa
x"apo‘lllllllll"lllll|0llz
GlucoSaissessracanss ived

Uitaﬂina CIIIIII|III|Il0l10
BUFFERS DE FOSFATO Y

BICARBONATO
ANTIBIOTICOS (1U/n)
Penicilina 100
Colmicina 509

s s e eTRTeNsRs eSS s s T RS ETE]

(Cit, Recheigl, 1977
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de la abertura del pie y girandola hasta la regidn visceral
(£ig.6) .

Los organismos fueron regresados a los acuarios Yy
permanecieron en ellos de 6 a 8 h posteriores a la
inyeccién (rango fijado de acuerdo al tiempo invertido en
la diseccién de organismos) .

Al cabo del tiempo indicado se extrajo el tubo
digestivo el cual se limpié perfectamente por dentro y por
fuera (fig.7).

Finalmente se llend con colchicina al 0.04% w/v en
medio Benex, permaneciendo asi durante una hora (tabla Iv).

El tubo digestivo fué abierto con 1la ayuda de una
aguja y se colocé en agua de mar al 25% v/v (solucidn
hipotdnica) durante una hora. E1l choque hipotédnico
solamente se aplicé a una parte de 1los organismos (tabla
V).

La parte interna del tubo digestivo fué raspada con la
ayuda de una espatula pequefia hasta obtener una suspensioén
blanqueciné. Finalmente fué cortado en trozos.

Esta suspensién se centrifugdé a 1000 rpm durante 10
minutos, eliminando el sobrenadante con una pipeta Pasteur.
El botén celular se fijé en metanol - ac. acético (3:1) Yy
se dejo reposar durante 30 min. Esta operacion se repitid
hasta obtener un sobrenadante transltcido.

Hasta este paso, el material celular se conservd en

refrigeracién durante 24 h o bién se wutilizd para la
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6 Representacidén esquematica de la forma en que los
mejillones fueron inyectados para los propositos
del estudio. La inyeccién se efectud mediante la
abertura del pie girandola hacia la regidn visceral.



Fig. 7

boca

palpos
labiales

pie

miasculo retr.ant.

biso i del pie
N
;§§, "
N organo de
B .
Snedin 2 5% Bojanus
o .
ai?’: branquias
=
masa
] 1 membrana anal
viscera

Esquema de un mejilldn abierto (vista ventral). El tubo digestivo se
disecd siguiendo su trayectoria desde la boca situada en medio de los
palpos, hasta la regidn terminal.




TABLA IV
METODOLOGIA EMPLEADA DURANTE EL ESTUDIO

* COLCHICINA 0.84% H/V INYECTADA,

¥ PRATANIENTO HIPOTONICO (AGUA DE AR AL 25%),

¥¥% COLCHICINA APLICADA AL TUBO DISECADO,

{er HUESTREO 20, HUESTREO
POBLACION = - swc;gzﬁm:’r‘:louuo
e e SIN COLCK,ADICIONAL
Kn. 185
e 100 % 5@ % s0%
Punta Banda
Ej.Erendira de organismos de organismos de organismos
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preparacién inmediata de laminillas.

Con una pipeta Pasteur se tomd una muestra de células
y se depositd por goteo desde una altura de 1.80 m sobre un
potaobjetos limpio y desengrasado, el cual fué etiquetado
previamente. Enseguida, se secd la preparacién al calor de
un foco y posteriormente se tifi¢ con Giemsa diluido en
soln. amortiguadora de fosfato en una proporcién de 1:20
durante 10-15 min a un pH 7.0.

Se hicieron tres preparaciones por organismo; lo cual
sumd un total de 240 para todo el trabajo.

Las observaciones se realizaron mediante microscopia
de campo claro y contraste de fases, para lo cual se empled
un microscopio American Optical | provisto de camara
fotografica.

Los aumentos utilizados fueron de 400X y 1000X.

Las laminillas fueron analizadas mediante un estudio
ciego evaluando un minimo de 1000 células por organismo.

Con cada una de las laminillas se empled las mismas
técnicas de microscopia.

Para cada grupo de organismos se determiné:

a) Frecuencia en porcentaje de micronicleos (MN).

b) Frecuencia .en porcentaje de nGcleos
heteropicnoticos y reticulados (cariorrécticos).

¢) Frecuencia en porcentaje de rupturas nucleares.

d) Indice mitdtico (IM).

e) Relacidén de células normales y anormales.
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Durante la observacién microscdpica; siempre se
consideraron los siguientes criterios:
I - Contar un promedio de 10,000 células por cada

muestra de mejillones.

II - No considerar lo siguiente:

a) Células traslapadas o amontonadas.

b) Células con artificios (basura), residuos de
otras células o de colorante.

c) Células con exceso de colorante.

d) Células con tincidén poco clara.

IITI - Unicamente evaluar lo siguiente:

a) MicronGcleos redondos u ovalados. En donde la
estructura e intensidad de coloracidén de la cromatina sea
similar a la del nicleo principal.

b) Microntcleos embebidos dentro del mismos citoplasma
que el nGcleo principal (Tates et al., 1980). Para
corroborar esto se empled microscopia de contraste de
fases.

c) MicronGcleos proximos pero no unidos al nfcleo

principal.
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INDICE MITOTICO

calculado de 1la siguiente manera:

¥ de células en mitosis

¥ de células analizadas

Se anotaron las coordenadas de los campos de interés
y se tomaron fotografias, empleando los dos tipos de

microscopia antes mencionadas.

ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se efectué empleando la prueba
no-paramétrica de Kruskal - Wallis, de esta manera se
determind la existencia de diferencias significativas entre

las poblaciones de mejillones para cada tipo de aberracidn.



RESULTADOS

Se obtuvo la experiencia en utilizar un organismo
marino (Mytilus californianus) para detectar dafio genético
en células del tubo digestivo. Dicho o6rgano esta
considerado dentro de los de mayor exposicién (ademds del
epitelio branquial) a diversos contaminantes ambientales

como lo son los pesticidas y metales pesados.

El andlisis del epitelio proveniente del tracto
digestivo, resulta de interés por ser el lugar de digestidn
de microalgas y bacterias captadas durante la alimentacidn,
las que a su vez pueden portar ciertos contaminantes.

Asi mismo se dembstré su utilidad en los anéalisis
tendientes a evaluar genotoxicidad, principalmente en 1lo
que a nGcleo interfdsico concierne; debido a la gran
cantidad de material evaluable.

Sin embargo, el indice mitético (I.M) encontrado, fué
muy bajo (ver tabla V). Por lo que el andlisis de
aberraciones cromosémicas no fué posible llevarse a cabo;
lo cual sera factible cuando se logre incrementar el I.M.
en dicho érgano (fig.8).

El andlisis de nicleos interfadsicos resulta confiable
y altamente discriminativo, puesto  que los dafos
encontrados son facilmente distinguibles unos de otros.

En el presente estudio se logrdé identificar cuatro
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TABLA V

INDICE MITOTICO

i

LA, I.M.
2008 " |(lgx wuestreo vrc,s9)| (2o.MuEstrzo A)
Py Kn. 185 1.64 cels/1000 0.363 cels/1000
P> Rowpeolas nulo 0.78 cels/1000

P3 Ej.Erendira

9,94 cels/1000

1,40 cels/1000

PQ Pta lmda

B.66 cels/i000

nulo

Indice mitotico encontrados en los organismos del

priver muestreo y grupo A del segundo,
Estos organismos fueron tratados con colchicina 8.84% w/y

y choque hipotonico.
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Fig., 8 Metafases como esta fueron detectadas en el
estudio. En ellas se observan cromosomas alta
mente condensados y con poca dispersidn. E1L
bajo indice mitdético no permitid el andlisis
de aberraciones cromosdmicas en células epite-
liales del tubo digestivo del mejilldn califor
niano.
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tipos de aberraciones nucleares: 1) MicronGcleos (MN) 2)
NGcleos heteropicnéticos (heteropicnosis nuclear) 3)
NGcleos reticulados (nGcleos cariorrécticos) y 4) Ndcleos

rotos (rupturas nucleares) (fig.9-12).

ORGANISMOS DEL PRIMER MUESTREO
En 1los organismos del primer muestreo, 1los cuales
fueron tratados con colchicina al 0.04% w/v y a cuyos
botones celulares se les aplicd choque hipotdnico (agua de
mar al 25% v/v).

Se encontrd 1lo siguiente:

ABERRACION NUCLEAR A NIVEL GLOBAL
A nivel global, el porcentaje de aberracidn
nuclear mas alto correspondié a 1la 2zona del rompeolas
(22.81%), seguido por la poblacidn de Punta Banda (18.91%),
Ej.Eréndira (8.09%) y Km 105 (5.92%) (fig.13).
MICRONUCLEOS
La incidencia de microntcleos (MN) fué:
El Km 105 (0.32%), Punta Banda (0.18%), el rompeolas
(0.17%) y la poblacién del Ej.Eréndira (0.055%) (fig.14).
HETEROPICNOISIS Y RETICULACIONES
En lo que respecta a 1la frecuencia de ntcleos
heteropicnéticos Yy reticulados (cariorrécticos) se
obtuvieron los siguientes resultados:

La poblacion del rompeolas (18.38%), Punta Banda
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Fig., 9 (a) Microniicleo proximo al niicleo principal.
Los microniicleos son evidencia de rompimientos
cromosémicos o disfunciones del aparato mitdti
co. Una vez culminada la telofase se manifies
tan en una u otra célula como un nicleo secun-

dario. Se han denominado también cuerpos de
Howell-Holly.




Fig.

9 (b) La microscopia de contraste de fases
permite la observacidén clara de los limites
entre el niicleo principal y el micrnicleo.

43




10 La heteropicndsis nuclear es un fendmeno
poco estudiado que se ha relacionado con pro-
. . . - . .
cesos de inactivacidn de ciertas regiones del

genoma.




Fig.
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117 La car}orrexis nuclear es resultado’de una
condensacidon excesiva, por lo que los nucleos
parecen estar divididos en fragmentos hipercro

maticos.




Fig. 12 Se muestran varios nlcleos con pérdida de
cromatina como consecuencia de rupturas.
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ABERRACIONES NUCLEARES

30

25
18.73

T

O/J 5
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8.04
5.69

0.32 0.055 0.18

KM 105 ROMPEOLAS EJ.ERENDIRA PUNTA BANDA

I MICRONUCLEOS OTROS DANOS

Primer muestreo

Fig. 14 Frecuencia de micronicleos (MN) en relacidén a los
otros tipos de aberraciones detectadas.
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(16.17%), Ej.Eréndira (4.74%) y el Km 105 (3.64%) (fig.15).

INDICE MITOTICO
El 1indice mitético (I.M.) reveld una variacién
interindividual en 1la produccién de  mitosis. 1.64
cels. /1000 para la poblacién del Km 105; 0.94 cels./1000
para el Ejido Eréndira; 0.66 cels./1000 para 1la poblacién

de Punta Banda (tabia V).

No se encontraron figuras mitéticas en 1la poblacién
del rompeolas.
RUPTURAS NUCLEARES
El porcentaje de rupturas nucleares fué:
Para la poblacidén del rompeolas (5.50%), Ej.Eréndira
(3.42%), Punta Banda (2.56%) y por Gltimo la del Km 105

reveld un porcentaje de (1.93%) (fig.15).

Estadisticamente existieron diferencias significativas
en lo que respecta a micronGicleos, heteropicnosis y
reticulaciones (cariorrexis nuclear) entre las poblaciones

celulares de las cuatro zonas estudiadas (tabla VI).
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ABERRACIONES NUCLEARES
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N.RETICULADOS
RUPTURAS NUCLEARES

Fig. 15 Frecuencias de los cuatro tipos de aberraciones
encontradas durante el primer muestreo (dic. 1989)
en las cuatro zonas.



TABLA VI

PRIMER MUESTREO

Nivel de
fberracion significancia | Estadistico Observaciones
p-nucleos 1,29 E-3 15,7268 Diferencias
N.retic, 8,742772 €-5 | 21.3884 Diferencias
N heteropic.| 2.8541 E-5 23.7287 Diferencias
Ruptura 0.130434 5,6449 No diferencias
Global 0,391724 36.66 No diferencias

De acuerdo a la prueba de Kruskal - Mallis
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SEGUNDO MUESTREO
Los organismos correspondientes al sequndo muestreo
fueron divididos en dos secciones con las que se procedid
en forma distinta (tabla IV).
a) Los que fueron tratados con colchicina (0.04%
w/v) y ademéds se les aplicd choque hipotdnico.
b) Los que no fueron tratados con dicho alcaloide vy

gue no se les aplicé choque hipoténico a sus botones

celulares..

ORGANISMOS TRATADOS CON COLCHICINA 0.04%
Los resultados encontrados para 1los mejillones de

inciso (a). Son los siguientes:

ABERRACION NUCLEAR A NIVEL GLOBAL
La mayor incidencia aberracidén nuclear a nivel
global la presentd la poblacidén del rompeolas (26.75%);
Ej.Eréndira (20.63%); Km.105 (16.44%) y Punta Banda (16.1%)
(fig.16). '
MICRONUCLEOS
La incidencia en porcentaje de micronlicleos fué:
Para 1la poblacién del Km 105 (0.072%), Ej.Eréndira
(0.052%), Punta Banda (0.038%). NingGn microntcleo se
encontrd en la poblacién del rompeolas (fig.17).
HETEROPICNOSIS Y RETICULACIONES

Sin embargo el porcentaje de nicleos reticulados vy



ABERRACION NUCLEAR
SEGUNDO MUESTREO GPO. A
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ABERRACIONES NUCLEARES

20 18.72

B microNucL NN NRETIC [EZNHETERO B RUPTURAS N

segundo muestreo A

Fig. 17 Frecuencia de aberraciones nucleares encontradas
en los organismos del grupo A,
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heteropicnéticos encontrados en la poblacién del rompeolas
fué la de mayor frecuencia (22.95%), Ej.Eréndira (17.58%)

Punta Banda (14.90%) y Km 105 (13.80%) (fig.17).

INDICE MITOTICO

La variacién del indice mitético entre organismos
fué notable: Rompeolas (0.78 cels/1000), Ej.Eréndira
(1.40 cels/1000) y Km 105 (0.363 cels/1000). No se
encontraron mitosis en los organismos de la poblacién de
Punta Banda (tabla V).

RUPTURAS NUCLEARES

El porcentaje de rupturas nucleares fué el
siguiente: Ej. Eréndira (5.98%), rompeolas (3.79%), Km
105 (2.56%) y Punta Banda (1.08%) (fig.17). |
Estadisticamente existieron diferencias significativas
en lo que respecta a nicleos reticulados (cariorrexis) vy

rupturas nucleares (tabla VII).



TABLA VII

SEGUNDO MUESTREO GRUPO A

Hivel de
fAberracion significancia | Estadistico Observaciones
p-nucleos 0.302662 3.64317 No diferencias
N, retie. 0.8429513 8.15309 Diferencias
Niheteropic.| 0.116708 5.89744 Ho diferencias
Ruptura 0.8148722 10,48 Diferencias
Global 0.456836 19,9 No diferencias

“

De acuerdo a la prueba de Kruskal - Mallis
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En la otra seccién de organismos [inciso (b)] los
cuales noAfueron tratados con colchicina y a cuyas células
no se les aplicdé choque hipoténico. Se obtuvo lo
siguiente:

ABERRACION NUCLEAR A NIVEL GLOBAL

La mayor incidencia de células anormales a nivel
global la presentd la poblacién de Punta Banda (42.61%),
rompeolas con (31.30%), Km 105 (23.52%) y Ej.Eréndira
(17.16%) (fig.18).

MICRONUCLEOS

La frecuencia en porcentaje de micronficleos fué:

Ej.Eréndira (0.49%); Km 105 (0.32%); rompeolas (0.30%) vy

Punta Banda (0.18%) (fig.19).

RETICULACIONES Y HETEROPICNOSIS
La poblacién de Punta Banda presentd la mayor
incidencia de nfcleos reticulados y heteropicnéticos
(40.73%); rompeolas (29.06%);Km 105 (21.85%) y Ej.Eréndira
(15.55%) (fig.19).
RUPTURAS NUCLEARES
El porcentaje de rupturas nucleares fué el
siguiente: Rompeolas (1.93%); Punta Banda (1.68%); Km 105
(1.33%) y Ej.Eréndira (1.11%) (fig.19).
Estadisticamente existieron diferencias significativas
unicamente en lo que a nlcleos reticulados respecta (tabla

VIII).



| ABERRACION NUCLEAR
| SEGUNDO MUESTREO GPOQ.B
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Fig. 18 Freeuencia de nllclees nermales y anermales en les
erganismos del segunde muestreo (abril 1990) grupe B.
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ABERRACIONES NUCLEARES

40
57.87
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24.04

KM. 105 ROMPEOLAS EJ. ERENDIRA PUNTA BANDA

B micronuct TNINReTIC [TINHETERO RUPTURAS N

segundo muestreo B

Fig. 19 Frecuencia de los tipos de aberraciones nucleares
detectadas en los organismos del grupo B.



_TABLA VIII

SEGUNDO MUESTREO GRUPO B

—

Nivel de
fberracion significancia | Estadistico Observaciones
p=nucleos 0.188961 4.87788 Ho diferencias
K. retic. 8.8419289 8,20663 Diferencias
Koheteropic,|  0.0617366 7,34286 Ho diferencias
Ruptura 0.769155 1.13283 Ko diferencias
Global 0,456836 19.9 Ko diferencias

De acuerdo a la prueba de Kruskal - Hallis
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INDICE MITOTICO
El indice mitdético fué, nulo ya que a esta seccidén de
organismos no se le aplicdé colchicina, por lo que no es

posible la observacién de metafases.

En términos generales no se realizé el estudio de
aberraciones cromosémicas debido al bajo indice mitético

encontrado a lo largo del presente estudio.



DISCUSIONES

En un principio se pretendié evaluar principalmente
las aberraciones cromosdémicas, por lo que la metodologia
seguida en el primer muestreo realizado en diciembre de
1989, fué aquella apropiada para dicho fin; 1la cual
consiste en la aplicacién de un agente citostdtico 1llamado
colchicina ademds de un choque hipoténico provocado por
agua de mar diluida al 25% v/v. Esta técnica es 1la
convencional para estudios enfocados al andlisis de
cromosomas ( Dixon y Clarke, 1982 y Al-Sabti y Kurelec,
1985 ).

Sin embargo el descubrir un indice mitético muy bajo
en el primer nmuestreo y con serias diferencias
interindividuales; condujo a dar mayor importancia al
andlisis de aberraciones nucleares como lo son los
microntcleos, heteropicnosis, reticulaciones (cariorrexis)
y rupturas nucleares; las que también revelan dafos
producidos por genotdéxicos (Maskens, 1979; Heddle et al.,
1983; Brunetti et al., 1986; Goldberg y Chidiac, 1986)

Este fué el motivo por el cual en el segundo muestreo
(abril 1990) el procedimiento a seguir fué distinto; es
decir, se dividio a los organismos colectados en dos grupos
y asi poder analizar aberraciones nucleares Yy nuevamente
intentar analizar las aberraciones cromosdmicas (ver tabla

V).

62
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Aunque al realizar esto se disminuyd a cinco el nGmero
de los organismos estudiados por grupos; las células a
analizar siempre fueron minimamente 1000 por organismo.

Con este procedimiento se pretendid dar cabida a ambos
tipos de andlisis, ademads de revisar experimentalmente si
el choque hipoténico afectaba de algin modo el analisis de
micronlGcleos; dada la controversia existente en la

literatura.

CHOQUE HIPOTONICO
El choque hipotdénico provoca el rompimiento de 1la
membrana citoplasmatica, lo cual facilita la observacidn de
cromosomas. Consultando la literatura se ha encontrado que
su uso resulta variable en los estudios sobre micronGcleos.
En los primeros estudios desarrollados por Von Ledebur
y Schmid a principios de los 70’s, ellos no emplean el
choque hipoténico ni hacen mencion al respecto, ya que el
tipo de células que analizaron (eritroblastos) no 1lo
requeria. Sin embargo sefialan que los micronicleos no son
facilmente distinguibles en tipos celulares con poco
citoplasma ya que pueden ser confundidos con 1ébulos o

protuberancias normales en los nicleos.
AGn mas, otros autores emplean la prueba de
microntGcleos bajo el mismo fundamento analizando distintos
tipos celulares y en muchos de los casos estas pruebas son

complementarias a los estudios de aberraciones



cromosdmicas, tal es el caso del trabajo de Lasne et al.,
(1984) en donde emplean el choque hipdtonico en ambos en

ensayos in vitro.

Por otro lado, algunos autores sefialan la necesidad de
analizar células con citoplasma (Scarpato et al., 1990) vy
asi mismo existen autores que omiten sefialamientos al
respecto (Brunetti et al., 1988).

De acuerdo con las observaciones realizadas en el
presente estudio, el choque hipoténico provoca el
rompimiento de la membrana citoplasmatica y no del material
cromosémico ni del nuclear; lo cual resulta evidente al
observar los nGcleos interfasicos enteros y con una
envoltura nuclear bien delimitada. Al compararseles con
los nicleos de aquellas preparaciones gque no recibieron
choque hipotdénico, se observa que no existe diferencia
alguna.

Lo unico notable aqui es la diferencia en cuanto al
nimero de micronGcleos encontrados al usar ambas
metodologias. | Siendo siempre mayor el nimero de
micronGcleos encontrados, al no aplicar el choque
hipoténico. Lo cual sugiere que al romper la membrana
citoplasmatica probablemente también se pierden algunos
micronGicleos que quizd sean liberados con otras partes de

las células (fig.20).
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MICRONUCLEOS
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0.18

KM 105 ROMPEOLAS  EJ.ERENDIRA PUNTA BANDA

I CHOQUE HIPOTONICO SIN CHOQUE.

20.muestreo

Fig. 20 Frecuencia de micronQcleos detectados al emplear
ambos tratamientos.
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COLCHICINA

La colchicina es un alcaloide de origen vegetal
(Colchicum sp.) utilizado en citogenética pues inhibe la
polimerizacién de la tubulina que es el componente del huso
acromatico; por lo que al actuar en una célula en divisién
esta queda detenida mostrando claramente el material
cromosdmico.

Algunos estudios han revelado que la colchicina vy
su derivado colcemida son capaces de provocar cierto tipo
de aberraciones nucleares como los micronGcleos 1lo cual
depende principalmente de la désis aplicada y del tiempo de
exposicidén; lo que permite 1la observacién de un mayor
numero de micronGcleos dado su efecto acumulativo (Matter y
Grauwiler, 1974; Maier y Schmid, 1976).

En el presente trabajo se empled colchicina a una
concentracidén de 0.04% v/v con un tiempo de exposicién de 6
a 8 horas (técnica descrita por Marquez - Becerra, 1989)
mismo que resulta insuficiente para 1la formacién de
micronlGcleos provocados por dicho alcaloide, ya que para
ello es necesario que se haya completado un ciclo celular
(Scarpato et al., 1990). Es pertinente mencionar que el
tiempo de un ciclo celular es aproximadamente de 20 a 24 h:

Al emplear este citostdtico (que es considerado uno
de los mas usuales aparte de 1la vincristina) no se
interfiridé en el andlisis de micronicleos como pudiera

pensarse ya que se empleo una concentracién baja y un
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tiempo corto. Con lo cual se asegurd que los micronGcleos
detectados no fueron consecuencia de 1la aplicacidén de
colchicina, sino que fueron resultado de la intervencidn de

factores o agentes anteriores al muestreo.

INDICE MITOTICO

El 1indice mitdético resulta de dividir ntmero de
células encontradas en metafase entre el total de células
analizadas (generalmente se consideran 1000 cels.).

Como se menciond anteriormente, el I.M. encontrado en
ambos muestreos resultd ser muy bajo y en ocasiones no se
encontrdé ni una sola figura mitdética; lo cual escapa a la
suposicién de que en 1los epitelios que se encuentran
sujetos a un desgaste continﬁo, la proliferacidn celular
deberia ser mayor. No obstante es posible que los ciclos
celulares en el mejillén M californianus sean largos y por
lo tanto la regeneracidén sea lenta. Esto considerando que
en la mayoria de las células de eucariontes el tiempo
promedio para que tenga iugar una divisidén celular es de 20
a 24 h. (Simchen, 1978; De Robertis y De Robertis, 1984;
Prescott, 1987).

En general los periodos de sintesis (S8) y mitosis
(M) se pueden considerar constantes; siendo el periodo (G1)
(de actividad metabdlica y crecimiento) el que resulta mas
variable (Simchen, 1978; Prescott, 1987).

al., (1989)

Por otra parte, segln Altamirano-Lozano et
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el indice mitético puede ser considerado como un parametro
para medir citotoxicidad, pues el abatimiento del mismo
puede ser consecuencia de los altos niveles de mutédgenos.

En lo que al presente trabajo respecta, no se puede
atribuir con certeza el bajo indice mitético al efecto
genotdxico, dada la necesidad de estudios posteriores méas
especificos y especialmente disefiados para aclarar ese

problema.

ABERRACIONES NUCLEARES

La ventaja de analizar este tipo de aberracioes es de
que no se requiere de células en divisién por 1lo que el
material de estudio resulta ilimitado.

El analizar micronGcleos en células de tubo digestivo
de Mytilus californianus le da& a nuestro trabajo el
caracter de estudio ©preliminar en 1la evaluacidén de
genotoxicidad en la Bahia de Todos Santos. Es pertinente
mencionar que para obtener un panorama completo en cuanto a
lo que ocurre a nivel de niGcleo interfasico, también se
estudiaron aberraciones diferentes a los micronGcleos pero
que no. son menos importantes; tales como: Las
heteropicnosis, reticulaciones o nficleos cariorrécticos vy
rupturas nucleares.

Parte de la informacidén que arrojan estos
andlisis en el monitoreo de genotdéxicos, corresponde al

tipo de agente mutagénico que resulta capaz de inducir una
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u otra aberracién nuclear.

En el caso de 1los microniGcleos; estos pueden ser
generados por 2 tipos de agentes: a) clastogénicos y b)
citotdxicos que afectan al aparato mitotico. Lo cual es
posible distinguir con base a su didmetro .

Ya que los micronGcleos producto de 1la accidn de
citotdéxicos son de mayor tamafio que aquellos producidos por
clastdgenos dado su mecanismo de accion.

Ahora bién, el significado de un resultado positivo
en la prueba de micronGcleos, nos indica que una pérdida
cromosdémica , o bién, que un rompimiento cromosémico ha
ocurrido en la célula.

En la mayoria de los casos, una vez producido el dafio
alin existe proliferacidén por lo cual los micronGicleos son
trasmisibles de una célula a otra por lo menos hasta la
interfase prdoxima. No obstante la presencia de ambos tipos
de genotdxicos en el medio marino es muy importante.

Las heteropicnosis, rupturas, cariorrexis y apoptésis
son evidencia de un dafio que pudiera ser muy severo, yé que
el blanco puede ser todo el material cromatinico, ademas de
que se les ha relacionado con el desarrollo de céncer
(Goldberg y Chidiac, 1986; Stewart, 1977; Wyllie et al.,
1980) y en caso de cariorrexis, este fendmeno ha sido
descrito como evidencia de muerte celular (Hamm, 1977)

Sin embargo, algunos de estos dafos pueden ser

reversibles en un momento dado; ya que para contrarrestar
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los efectos, los organismos tienen sistemas de reparacién
que van desde aquellos a nivel molecular (como la-
selectividad de enzimas que llevan a cabo 1la sintesis de
ADN); hasta los sistemas de desintoxicacidn por células vy
tejidos. Esto Gltimo se ha mencionado coma un " arma de
dos filos " dado el tipo de interaccién con agentes
considerados como no mutagénicos o indcuos.

Ademds, si consideramos que durante el andlisis
microscédpico deben de escogerse cuidadosamente 1los campos
de observacidén con el fin de evitar al maximo, factores que
pudieran generar error (no considerar células traslapadas,
artificios, células mal tefiidas etc.) Cabe mencionar que
los resultados de frecuencias de microntGcleos son
aproximaciones vdlidas de lo que realmente ocurre en los

organismos, a nivel genético.

PRIMER MUESTREO

Organismos tratados con colchicina y con choque hipoténico

Los datos obtenidos durante el primer muestreo
coinciden con una de las hipotesis de trabajo en la que se
plantedé que en una zong de mayor contaminacién se tiene
mayor probabilidad de que esten presentes en el medio,
diversos agentes que provoquen dano al material genético.
Lo cual efectivamente ocurrid en los organismos

provenientes de 1la 2zona del Rompeolas cuyos nicleos
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presentaron un mayor porcentaje de aberracién nuclear
global (22;81%), asi como mayores porcentajes en lo que que
respecta a reticulaciones y heteropicnosis nuclear (18.38%)
ademds de las rupturas (5.50%).

Por otra parte, 1los organismos que presentaron un
menor porcentaje de aberracidén nuclear global fueron los
colectados en : el Km 105 (5.92%) y Ej.Eréndira (8.09%).
Cabe hacer notar que ambos sitios difieren grandemente del
resto de las 2zonas.

Un dato interesante, es que 1los organismos de las
zonas que presentaron un porcentaje bajo de aberracidn
nuclear, el indice mitético fué alto (aunque insuficiente
para efectuar el andlisis cromosdémico) y en las 2zonas que
presentaron un porcentaje alto de aberracidén nuclear, dicho
indice fué nulo. Esto coincide con 1las observaciones de
Altamirano-Lozano et al., (1989) sobre el efecto de agentes
mutagénicos y teratogénicos probados en laboratorio, donde
concluyen que a fuertes désis de genotdxicos el indice

nitdético se abate.

SEGUNDO MUESTREO
Grupo A: Organismos. tratados con colchicina y con

choque hipotonico.

Nuevamente la zona del rompeolas fué la que presentd

el mayor porcentaje de aberracidédn nuclear a nivel global
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(26.75%) asi como reticulaciones y heteropicnosis (22.95%).
Por otra parte, 1las zonas menos afectadas (pero cuyo
porcentaje no se asemeja al del primer muestreo) fueron las
zonas del Ej.Eréndira (20.63%), Km 105 (16.44%) y Punta
Banda (16.1%).

Cabe sefialar, que el segundo muestreo (grupos: A y B)
se realizd en abril de 1990 y en general en esta época del
afio tienen 1lugar a 1lo largo de las costas de Baja
California los fenémenos de surgencias por lo que pudiera
ser que la presencia de aguas con altas concentraciones de
cadmio (Galindo - Bect% com. pers.) provogquen dque se
encuentren aberraciones nucleares en frecuencias mas altas

en los organismos de las cuatro zonas de estudio.

Grupo B: Organismos que no fueron tratados con

colchicina y choque hipotonico

No existe una tendencia clara en cuanto a 1los
porcentajes de aberracidén nuclear con relacidén a las zonas.
No obstante los organismos del Ejido Eréndira (17.16%) y Km
105 (23.52%) son los que presentan menores porcentajes de
aberracidn nuclear global.

Sin embargo resulta interesante que el porcentaje de

micronGcleos encontrado en la zona del Ej.Eréndira fué de
I 5 SRS R RSy

5 . .
Manuel S.,Galindo-Bect I.I.O./U.A.B.C.,AP #453, Ensenada B.C.
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0.49% y se distinguid por ser el méds elevado. Este dato
coincide con lo reportado por Brunetti et al., (1988) para
una zona altamente eutrdéfica en Venecia (0.49%).

Ademds, se observa claramente 1las diferencias en
frecuencias de micronGcleos de acuerdo a . ambas
metodologias; por lo que el choque hipotdénico pudiera
afectar el estudio de los mismos provocando pérdidas junto
con la membrana citoplasméatica.

Asi también, se debe considerar que en el primer
muestreo, y en los organismos del grupo A, quizas se
subestimaron los resultados de las frecuencias de
micronGcleos.

Aunque los porcentajes de frecuencias de micronGcleos
no rebasan el 1%, el dato del Ejido ﬁréndira (0.49%)
realmente desconcierta y demuestra que quizds esta zona en
ciertas épocas del afilo no pueda ser considerada como
pristina, a pesar de tratarse de un zona abierta. Sin
embargo es lugar de grandes bancos dg mejillones de tallas
que alcénzan los 14 cm de longitud.

Por otra parte, la heteropicnosis que se presentd en
frecuencias mucho mis altas, sugiere que pudiera existir
una mayor predisposicidn de los organismos a cénceres Yy
tumores en tejidos como el tubo digestivo. Sin embargo, no
es posible predecir el futuro de las poblaciones de
mejillones de la Bahia Todos Santos.

Lo cierto es que los procesos adaptativos y evolutivos
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en los organismos, con relacién a las perturbaciones
ambientales son lentos y en la medida que los contaminantes
con actividad mutagénica continuen siendo introducidos en
la biosfera estos seguiran aumentando la tasa mutacional en
los organismos, los cuales no siempre presentardn sistemas
de reparacidén efectivos.

Asi mismo se debe considerar que estas poblaciones se
encuentran sometidas a una fuerte depredacidén clandestina
lo que no permite evaluarlas y discernir hasta que punto
estdn mermando a causa del efecto genotdxico de 1los
contaminantes.

Por ultimo, el dafio celular encontrado en los
mejillones colectados en diciembre de 1989 y abril de 1990
pudiera ser reflejo de una gran cantidad de factores
ambientales que van desde desde fisicoquimicos hasta
biolégicos y que son particulares de esas épocas del aﬁo;'
los cuales no son estdticos a través del tiempo.

De aqui que en el segundo muestreo los porcentajes de
aberracién celular no permanezcan constantes e igualmente

presentes en las células de los organismos.



CONCLUSIONES

1._

El indice mitdético es bajo en las células del epitelio
del tubo digestivo de Mytilus californianus.

Claramente se distinguen cuatro tipos de aberraciones
nucleares:

a) -Microntcleos

b) -NGcleos heteropicnéticos.

c) -NGcleos reticulados.

d) -Rupturas.

El aplicar chogue hipoténico puede generar pérdida de
material como los micronGcleos. Sin embargo resulta
muy Gtil en el estudio de cromosomas.

La colchicina al 0.04% w/v con un tiempo de exposicidn
de 8 h (maximo) posiblemente no altere el andlisis de
micronlicleos, ya que para el estudio de los mismos
se requiere de que haya tenido lugar un ciclo celular
completo.

En el primer muestreo se observa cierta relacidn entre
frecuencias altas de aberraciones nucleares y las 2zonas
de muestreo con mayor contaminacidn.

El indice mitético (indice de divisidén celular) se ve
abatido en las zonas que presentan mayor frecuencia de
aberraciones nucleares, lo gque sugiere que en 1los
tejidos con células dafiadas no es posible la

regeneracién répida de los mismos .
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De acuerdo con el andlisis estadistico de Kruskal -

Wallis existen diferencias significativas en 1lo que
concierne a micronGcleos, nflcleos heteropicnéticos Yy
reticulados; entre las cuatro poblaciones de organismos.
En el segundo muestreo (grupos A y B) 1las frecuencias
de aberraciones nucleares se ven incrementadas en los
organismos de las cuatro zonas estudiadas. Como muestra
de ello se tiene a la poblacion del Ejido Eréndira que
presento 0.49% en la frecuencia de micronicleos.

Las aberraciones detectadas son efecto de sustancias
genotéxicas presentes en el medio marino. Sin embargo
no hay que descartar la posibilidad de 1la intervencién
conjunta de factores fisicoquimicos y biolégicos que

provoquen variacidén en sus frecuencias de aparicién.



RECOMENDACIONES

* En la medida de 1lo posible disefiar un experimento
tendiente a aclarar el problema del bajo indice mitético
(I.M) en las células epiteliales del tubo digestivo del
mejilldén Mytilus californianus:

* Evitar emplear el choque hipoténico en 1los estudios
sucesivos sobre micronicleos.

* Fomentar estudios interdisciplinarios tendientes a
explicar desde un enfoque global loé poblemas de
efectos de genotéxicos en los organismos marinos.

* En la medida de las posibilidades continuar este tipo de
estudios ya que solo ellos revelan el efecto de
sustancias genotéxicas presentes en el medio marino.

* E1 analizar.  aberraciones en nGcleo interfasico es
recomendable como andlisis de rutina en el monitoreo de

genotdéxicos ambientales.
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ANEXOS

TABLA IX
HEJILLON CE&EQ§Q§E§L P-NU%&;OS CEngthRL RETI?E%ADOS HETEQ?PIC. RU{;?R&S
{ 2,27 0,36 97,72 0.24 1.28 8.24
2 3,48 0.58 96,19 0.06 2.64 8.19
3 2,96 .43 97.3% .18 .44 8.0?
4 7.45 0.12 92,54 0,24 2. 48 4,39
d 10.96 8.47 89.03 0.00 7.3 3.4
b 10,24 8.09 89.7% .58 6,34 3.2
7 10.18 0.58 89,84 0.68 .99 3.80
8 4,96 2.3 95.03 0,38 2.48 1.86
9 4.94 0.9 95.05 0.38 2,66 w1
10 2.47 0,24 97.82 0.0 1.36 0,56
X 3.92 .32 94.08 8.27 3.3 1.93

Informacion obtenida del primer muestreo correspondiente a los organismos
colectados en el Km 185 carr, Tijuana-Ensenada.
Tratamiento: Colchicina 0.084% w/v y choque hipotonico,



TRBLA X

HEJILLIN %ﬂ w—%}m m&m mnggm Hﬂ&jﬂﬁ&. %m
f ol .89 .48 .54 15,69 4.87
2 4,49 2.08 &350 .82 .34 Su20
3 .92 2.42 63,82 &3 2668 44
& %24 .16 .75 LL1F 1679 .98
3 32,88 8.38 E2. 40 .84 23.95 3.68
6 3.4 8.29 69,75 0.5 2228 P46
7 2.2 069 .7 .42 1916 15,28
8 .64 8,69 . 8.8 2478 398 D44l
9 .24 2.4 8475 .69 13.08 3,25
o) 19,62 8,49 8.3 E.44 1i%.62 .36
X 22.81 8.1 1% 152 16,86 358

Infomecion citemida dell prines suestres conmespondiionte & los orgemiswos
collectads em ell roweollas.
Teatawientos Colleficing B8 wiv y choque Fipotomice.




TABLA XI

HEJILLON CE&aﬁggngL u-NU?k;OS CEnggRHﬂL RETIEQ%ADOS HETEQ?PIC. RUE;?RRS
i 32.8 0.44 67,47 1,05 2749 4,45
2 20,97 8.0 79.92 3.68 12.96 3.43
3 15,75 8.20 84,22 2.99 12.20 2,36
4 16,69 8,09 83.24 8,98 3.4 2,23
5 19.38 9,086 80.60 0.86 16,63 1,84
6 19,78 0.16 80.24 2.28 15,96 1,38
? 12.52 8,097 82,46 2.7 8.26 1,45
8 172,92 0,170 85.94 2,43 13.49 2.43
9 12,88 8.1 87.09 1,85 9.34 .61

19 24,36 9,183 78.61 5,00 11,43 4,75
X 18.91 .18 81.89 2.88 14.89 2.56

Informacion obtenida del primer muestreo correspondiente a los organismos
colectados en punta banda.
Trataniento: Colchicina 0.04% w/v y choque hipotonico.,




TABLA XII

HEJILLON Cgka§§g§g§ p-uu%kgos CEng?RHﬁL REI]%%%RDOS HEI%%?PIC. RUE%?RRS
{ 7,69 0.18 92,30 1.23 3,51 2.7%
2 9.83 0.00 89,97 0,85 4,63 4,35
3 6.92 0,47 .48 8.78 2,80 3.45
L 11.46 0.0 88.43 2,27 4,94 4.24
3 10,57 0.12 89,42 1.36 3.28 .84
6 3.04 0,08 94,95 8.79 1.86 3.27
? 11,43 9.08 88,36 .54 6.79 4,04
8 4.97 2.00 " 93.92 8.77 1,26 2,03
9 4,06 0.00 9;.48 1,54 2,03 1,93

10 9.90 9,00 99,00 1.18 6,89 2.63
X 8.89 0.855 91.91 1.1l 3.63 3.42

Informacion obtenida del primer nuestreo correspondiente a los organismos
colectados en el Ejido Evendira B.C.
Trataniento: Colchicina 8.84% w/v y choque hipotonico.
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TRABLA XIII
HEJILLON kaéeggﬁggL p-HU%k?DS CELiQ?RHﬂL RE!I%E%QDDS HETE;?P!C. RU?;?R“S
{ 20,77 .19 79.22 .44 16,1 2.44
2 7.89 0.00 92.10 CL 5,87 .90
3 17.10 .17 82.89 2,65 18.69 3,99
4 19.44 0.00 88.78 1,69 15.04 2,30
3 17,36 0.00 82,63 4,86 9.07 3.42
X 16.44 0.672 83.92 2.37 11.43 2.56

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos

colectados en el Km 185 carr. Tijuana-Ensenada.
Trataniento: Colchicina y choque hipotonico.

TABLA XIV
HEJILLON °E§a§§9§ﬁ§‘ p-HU%kaS CELzQ?RHAL RETI%&%RDOS HETEQ?PIC. RU?;?RRS
{ 25,54 0.87 74,45 3.2 20,29 1.16
2 24,06 9.23 75,93 4] 20,59 8.42
3 9.24 0.24 92,90 .41 6,56 8.34
4 44,54 0,80 55.48 4,57 37.86 2,87
J 14,29 .27 85.70 2.9 9.19 1.9
X 23.52 8.32 76.48 3.1 18.73 1.33

Informacion obtenida del sequndo muestreo correspondiente a los organismos

colectados en el Km 185 carr, Tijuana-Ensenada.

Sin tratamiento,
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TABLA XV
HEJILLON °E§a§§§§!§L p-NU%k&OS CELkggﬂth RETI?E%RDOS HEIEQ?PIC. RU%;?RAS
i 29,909 0. 00 79,99 4,68 17,99 6,44
2 25,7 0.00 73.93 2.87 18.92 3.96
3 .2 6.80 78,78 6,20 12,80 2.49
4 33,64 2.0 66,38 5.26 24.38 3.97
5 24.10 0,00 75,89 2,45 19.54 2.42
X 26.73 8.e0 13,25 4.23 18.72 3.19

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos

colectados en la zona del rompeolas,

Tratamiento: Colchicina y choque hipotenico,

TABLA XVI
HEJILLOK CE&;QQQ%Q?L u-RU%&;OS CEL&Q?RHQL RETI%&%RDOS HETEQ?PIC. RUE;?BAS
i 12,30 9.34 87.69 4,73 7.2 0.00
2 30.97 9,29 69,02 7.07 18,73 4,86
3 34,06 8.18 65.93 4.29 27,48 2.18
4 46,49 0.23 93.50 2,95 4.2 1.09
b} 2.1 0.50 67.28 6,07 24,53 1,60
X 31.38 .30 68.70 5.82 24.04 1.93

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos

colectados en la zona del rompeolas.

Sin trataniento.
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TABLA XVII
HEVILLON | CELLOMORNAL | J-HUGLEOS| CEL,MORNAL | RETIGULADUS| HETEROPIC, | RUPTURAS
g 12,00 | 00 | 8649 | .93 a8 | a8
2 42 | 000 | 8.8 2,04 2| e
3 2.9 | 0.0 | 9.6 3,23 15,63 | 1.2
4 .9 | a0 | e 1,89 9.8 | 0.9
5 23,22 | 0.0 | 867 B.69 10.83 | 1.5
X 16.1 0.0 | 93.99 1.95 1294 | 1.0

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos
colectados en Punta Banda,
Iratamiento: Colchicina y choque hipotonico.

TABLA XVIII

HEJILLOK CE§5§§9§Q§L u—Nugégos CELEE?RHRL RETI?Q}RDOS HET%&?PIC. RU?;?RRS
i 49.18 2.1 39,84 3,38 36,56 8.14
2 23.80 0.19 76.19 4.16 17.36 2,08
3 32,73 0.13 47.24 18.74 39.25 2,64
4 47.92 .19 52,07 .04 44,58 1.08
b} 48.43 8.30 51.56 5.25 48,34 2,32
X 42.61 6.18 37.39 3.1 35.082 1.68

Informacion obtenida del sequndo muestreo correspondiente a los organismos
colectados en Punta Banda,

Sin tratamiento,



TABLA XIX

HEJILLON °Eka§§9§??h P-NU%&&OS CELZ¥9RHRL RETI%g%RDOS HETEE?PIC. RUE;yRﬁS
i 19,58 8.08 80.00 3.23 13.49 3.07
2 20,74 2,00 79.16 | 3.0 13,58 2,08
3 20,64 8.09 79,35 1,76 13,69 3.43
4 24,56 0.00 78,43 6,73 i1.50 3,32
] 20,64 0.99 79,45 LAVt 12.48 3.34
X 20.63 8.852 79.31 4.3 13.28 9.98

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos
colectados en el ejido Erendira B.C.
Tratamiento: Colchicina y choque hipotonico,

TABLA XX

MEJILLON | CELLGMORNAL) w-NUCLEDS| CEL,NORtL RETIGULADOS | HETEROPIC. | RUPTIRRS
g 5.9 B2t | 84,83 3.9 1.3 | 0.42
2 32.38 163 | 668 2.84 %.2 | 2.0
3 19,05 027 | 8.9 3,60 1490 | 8.4
4 6214 859 | 93.78 2,00 325 | 0,29
5 12,24 835 | 8.7 1,78 2w |
X 17.16 0.49 | 82.84 2.95 20 | L

Informacion obtenida del segundo muestreo correspondiente a los organismos
colectados en el ejido Erendira B.C,
Sin trataniento.




TABLA XXI

20NA CEkaeﬂgﬁg§L u-NUfk;US CELtQ?RHRL RETI%&%QDOS HEIEQ?PIC. RU%;?RQS
Py Kn.165 3.92 0,32 94,08 0.27 3.37 1,93
P2 Rowpeolas 22,81 8.17 749 1.52 16.86 .50
P3 Ej.Erendira 8.09 0.05% 91,91 .44 3.63 3.42
Py Pta.Banda 18,94 0.18 81.089 2,08 14,99 2,56

fAnalisis de celulas interfasicas correpondiente al primer muestreo (dic.1989).
Bajo mismo tratamiento (colch.8.84% y choque hipotonico 25%).

(datos promedio).

TABLA XXII
Z0HA CE%GQQQ§Q§L u-HU%&EOS CELE§9RNRL RETI?Q&RDUS HETEQ?PIC. RU{;?RRS
Py Kn.105 16.44 0,072 83,56 2.3 11,43 2,96
Pz Ronpeolas 26,79 0,008 23,19 4,23 18.72 3.7
P; Ej.Erendira 20,63 0.052 9.3 4.3 13.28 3.98
P4 Pta.Banda 16.4 0,038 83,90 1,95 12.94 1,08

fAnalisis de celulas interfasicas correpondiente al 56% de los organismos colectades

en el segundo muestreo (abril,1990).

Trataniento con colchicina 0.04% y choque hipotonico 25%
(datos promedio).




TABLA XXIII

Z0KA Cskaggggggl u-NU%kEOS CELiE?RHQL RETI?E%RDOS HETEQ?PIC. RU{;?RRS
Py Kn.105 23.52 0,32 76,48 .34 18,23 1,33
P> Rowpeolas 31,30 0.30 68,70 3,82 24,04 1,93
P3 Ej.Erendira 17.16 0,49 82,84 2,89 2.7 {44
P4 Pta.Banda 42.64 8.8 37,39 Wi 33,02 1,68

‘fnalisis de celulas interfasicas correpondiente al 58% de los organismos colectados
en el segundo muestreo (abril,1990).

Tratamiento sin colchicina 8.04% y sin choque hipotonico 234,

(datos promedio).




