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RESUMEN

El constante transito de embarcaciones con motores fuera de borda en la bahia de
Mochima trae como consecuencia la liberacion de aceite en la columna de agua,
que pudiera ser asimilado por la biota marina. Con el fin de evaluar las respuestas a
distintos niveles celulares en Lythechinus variegatus, se sometieron 48 organismos
a concentraciones subletales (0 %, 1 %, 3 % y 5 %) de la fraccion acuosa de aceite
quemado de motor de bote (FAAQMB), mediante un bioensayo de toxicidad aguda
de 96 h con extraccion interdiaria de hemolinfa en los organismos expuestos;
partiendo de un CLso de 6,24%. Se midio el tiempo de retencion de rojo neutro
(TRRN) para estimar citotoxicidad y se aplicaron las pruebas de presencia de
micronucleos (Mn) y ensayo cometa para detectar dafios del ADN. También se
consider6 la respuesta in situ en cuatro localidades localizadas en la bahia de
Mochima (Mangle Quemao, Isla Larga, Sene Vaquira y Cercanias IDEA), durante
las épocas de lluvia y sequia, alternadas con las temporadas de alta y baja afluencia
de turistas en un periodo de un afio (entre 2013 y 2014). Los resultados citotdxicos
indicaron una respuesta similar en los individuos para todas las concentraciones del
contaminante, con diferencias significativas en relacion al tiempo de exposicion
(H=10,76 y P<0,01). Las pruebas genotdxicas detectaron mayor presencia de MN
en las células de organismos sometidos al 5% de FAAQMB (H=20,01 y P<0,001)
luego de 96 h (H=14,78 y P<0,001); con presencia de cometas tipol (H=15,0172 y
P <0,01), tipo 2 (H=9,59 y P > 0,05) y tipo 3 (H=15,85 y P < 0,01). Las respuestas
medidas in situ determinaron que durante la época de sequia con mayor afluencia
de turistas hubo dafio significativo a distintos niveles celulares en L. variegatus;
siendo similar para todas las localidades. Es posible que las concentraciones de
FAAQMB en la bahia de Mochima sean minimas y actualmente no generen
alteraciones en la biota; aun asi L. variegatus demostro ser una especie sensible al
xenobidtico y con la aplicacion de mas pruebas bioquimicas y monitoreos
ambientales, pudiese servir de alerta temprana para prevenir alteraciones
poblacionales a largo plazo en esta zona del Parque Nacional Mochima.



INTRODUCCION

La toxicidad derivada de la contaminacion tiene diferentes efectos sobre los organismos
acuaticos (Carballo et al., 2010), quienes responden a tales efectos toxicos de manera
integral en sus diferentes niveles de organizacion: subcelular, celular, tejidos, 6rganos y
sistemas (Uribe, 2008); lo que permite evaluar y predecir los cambios ambientales
generados por el contaminante antes de que se manifiesten a nivel de poblacion o

comunidad (Espina y Vanegas, 2005).

El uso de organismos bentdnicos para la evaluacion de la calidad y/o condicion
ecologica de los ambientes marinos ofrece algunas ventajas (Diaz et al., 2004; Ruellet y
Dauvin, 2007), tales como: su escasa movilidad, los distintos niveles de tolerancia al
estrés, respuesta a las perturbaciones ambientales, abundancia, distribucion y su papel
ecologico (Borja et al., 2008; Patricio et al., 2009).

Los erizos de mar son animales pequefios y espinosos que componen la clase Echinoidea
en el phylum Echinodermata. Estos organismos se encuentran en todos los océanos del
mundo, por lo general habitan en las aguas poco profundas. Se han utilizado como
organismos modelo en biologia desde los afios 1800 después de la invencién del
microscopio (Smith et al., 2006). Presentan simetria radial pentamérica durante su fase
adulta. Poseen un sistema acuético vascular, un sistema nervioso simple y radial, y la
reproduccion sexual con fecundacion externa (Branco et al., 2014). Son exclusivamente
marinos y estdn dotados de una capacidad muy limitada de la locomocion, lo que

justifica su uso como biosensores ambientales (Coteur et al., 2003).

En américa, el erizo verde Lytechinus variegatus se distribuye desde el sureste de los
Estados Unidos hasta Brasil (Hendler et al., 1995); y en Venezuela desde las costas del
estado Falcdn hasta los estados Sucre y Nueva Esparta (Cruz Motta, 2007). Las
poblaciones de L. variegatus son comunes en aguas tranquilas, especialmente en pastos
de hierbas marinas; aunque son frecuentes sobre rocas o arena a poca profundidad

(Espinoza et al., 2008). Las espinas son verdes, rojizas, moradas o blancas, con una



longitud de hasta 20 mm y un didmetro entre 1 a 2 mm (Dominguez et al., 2007).

En Venezuela se han realizado estudios en L. variegatus para determinar desarrollo
larval en condiciones de laboratorio (Gémez, 2000, Gomez y Gomez, 2005), aspectos
nutricionales (Buitrago et al., 2003), el ciclo reproductivo (Montealegre y Gémez, 2005)
y produccion de larvas y postlarvas en condiciones de laboratorio (Buitrago y Lodeiros,
2005), desarrollo y crecimiento (Dominguez et al., 2007). En el campo también se han
estudiado aspectos referentes a: ecologia de la especie en la bahia de Mochima
(Rodriguez y Losada, 1986), biologia del erizo verde en el estado Nueva Esparta
(Montealegre, 1999), su abundancia en la isla de Margarita (Gémez, 2002), y la relacion
diametro-peso, con proporcidon cromatica en las islas de Margarita y Cubagua (Gémez,
2003).

Las células inmunes o celomocitos de los erizos de mar son un modelo util para el
estudio de la respuesta inmune ante la accion de compuestos tdxicos, ya que juegan un
papel importante en los mecanismos de defensa, activados por las condiciones externas
adversas, (Matranga et al., 2000). Estas son células libres en la cavidad celémica que
pueden infiltrarse en los tejidos y Organos, actian en respuesta a lesiones y agentes
citotoxicos y ejercen la inmensa mayoria de las funciones inmunes (Ramirez y Garcia,
2010).

Desde el afio de 2000 se ha sugerido el uso de celomocitos, como biosensores
ambientales. En la ultima década esclarecio el uso de estas células y sus respuestas a 10s
trastornos ambientales, reforzandolos y consagrandolos como indicadores para
diferentes entornos de condiciones adversas. Existen cuatro tipos de celomocitos para
los erizos de mar: amebocitos fagociticos, esférulas rojas, esférulas incoloras y esférulas
vibrétiles (Branco et al., 2014), clasificadas como marcadores biologicos para diferentes
factores de estrés ambientales como la contaminacion por metales (Pinsino et al., 2008)
y la fraccion soluble de aceite (Borges et al., 2010). Son varios los estudios que han
establecido cambios en la proporcion de celomocitos de diferentes especies de erizos,
entre ellos: Lytechinus variegatus (Koros, 1993), Paracentrotus lividus (Matranga et al.,



2000), Strongylocentrotus purpuratus (Hillier y Vacquier, 2003), Echinometra lucunther
(Tucunduva y Machado, 2008) y Strongylocentrotus droebachiensis (Anglés d’ Auriac et
al., 2014).

Una medida eficaz de evaluar la toxicidad ambiental relevante en los sitios
contaminados es la aplicacion de bioensayos; ya que integran la respuesta de los factores
ambientales y de los compuestos toxicos (Uribe, 2008). Para determinar las dosis
subletales en ensayos de toxicidad aguda, es necesario calcular el valor de la
concentracion letal media de un contaminante (CLsp); prueba que se ha realizado antes
en individuos adultos de los erizos L. variegatus y Echinometra lucunter provenientes de
la bahia de Mochima, utilizando la fraccién acuosa de aceite quemado de motor
(Velasquez et al., 2012); y en el desarrollo embrionario de Paracentrotus lividus,
colectados en la bahia de Madagh (Algeria), expuestos a cuatro contaminantes
metélicos, cadmio, cobre, plomo y zinc (Dermeche, et al., 2012).

El uso de Biomarcadores (BKS) es un criterio util, sensible y con mayor capacidad de
integracion de los efectos del contaminante sobre los organismos. Los BKS pueden
definirse como respuestas o alteraciones bioquimicas, fisioldgicas, morfoldgicas y/o
histopatoldgicas a distintos niveles de organizacion bioldgica, ocasionadas por la
exposicion a contaminantes (Marigobmez et al., 2004; Renddn, 2005). Por otra parte,
bioensayos que determinen dafios citotoxicos y genotoxicos inducidos por
concentraciones subletales de sustancias quimicas son herramientas Utiles en
evaluaciones ecotoxicolégicas; con protocolos cuantitativos, altamente sensibles y con

una respuesta a corto plazo (Muniz et al., 2013).

Los marcadores citotoxicos son diversos y algunos estan referidos a la funcionalidad de
las membranas celulares. Ejemplo de ello es la estimacion del Tiempo de Retencion de
Rojo Neutro (TRRN), basado en la capacidad que tienen los lisosomas de células viables
para retener el colorante, visualizado a través de microscopia dptica (Antén, 2011).
Lowe et al. (1992) describieron el uso del ensayo de TRRN in vitro para demostrar el
dafio inducido por contaminantes en diferentes tipos de células del cangrejo Limanda



limanda. Canty et al. (2009) aplicaron TRRN en celomocitos de Asterias rubens y
hemocitos de Mytilus edulis para comparar respuestas citotoxicas. Por su parte, Antdn
(2011) demostro estabilidad lisosomal en hemocitos del bivalvo Pinctada imbricata

mediante el empleo de esta técnica.

Para la evaluacién de microlesiones en el material genético existen dos técnicas
ampliamente utilizadas: la induccion de Micronucleos (MN) y el ensayo Cometa. Estos
ensayos presentan ventajas respecto a los métodos citogenéticos por su alta sensibilidad,
posibilidad de evaluarse en células que no se encuentran en division, no requieren del
conocimiento detallado del cariotipo, son de bajo costo, asi como también faciles y
rapidos de realizar (Zalacain et al., 2005; Larez y Alfonsi, 2014).

La prueba de MN se fundamenta en el proceso de division celular, y su aparicion puede
ocurrir en diferentes momentos después del dafio de ADN, dependiendo de la cinética y
el mecanismo de la induccién. Cuando el material genético contenido en el nucleo se
replica y divide equitativamente da lugar a dos células hijas idénticas, sin embargo este
proceso puede darse de manera errénea, produciéndose pérdida cromosémica. EI ADN
que se desprende y que, por tanto no se incorpora correctamente al nicleo de la célula
hija, origina un nuevo ndcleo de menor tamafio que el primario denominado
“micronucleo” , visible facilmente al microscopio Optico (Zalacain et al., 2005). El
ensayo de MN fue desarrollado originalmente con especies de mamiferos (Hedle, 1983
citado por Bolognesi et al., 2011) y hoy es ampliamente aplicado en peces y otros
organismos acuaticos, incluidos los gusanos, mejillones, ostras, cangrejos y erizos de
mar (Branco et al., 2014).

La prueba de MN esta considerada como un ensayo practico, universalmente validado y
accesible tecnoldgicamente, util para evaluar la inestabilidad genética inducida por
agentes genotoxicos (Zalacain et al., 2005). Por su parte, Bolognesi et al., (2011)
afirman que este procedimiento es mas facil y rapido que otros analisis microscopicos,
considerando también que muchos organismos acuéticos tienen pequefios cromosomas

dificiles de analizar. Algunos de los trabajos que destacan en cuanto a la aplicacion de la



técnica de micronucleos son el de Siu et al. (2004), quienes evaluaron la respuesta de
Perna viridis expuestos al Benzopireno; y en la comparacion de respuestas genotdxicas
del mejillon Mytilus edulis v la estrella de mar Asterias Rubens sometidos a dos agentes
toxicos: metanosulfonato de metilo y ciclofosfamida (Canty et al., 2009). También se
ha realizado esta prueba en monitoreos ambientales, ejemplo de esto fue la evaluacién
de contaminacion en las costas algerianas, utilizando al bivalvo Mytilus

galloprovincialis (Taleb et al., 2007).

Por otro lado, el ensayo cometa basado en la migracion de fragmentos provenientes de
la ruptura del ADN durante la electroforesis, dando la apariencia de la cola de un
cometa, es utilizado para lesiones en sitios alcali-labiles del ADN (Zhu et al, 2005).
Comparado con otros ensayos de genotoxicidad, el ensayo cometa se distingue por su
demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio al ADN, rapida realizacion,
andlisis de los datos a nivel de células individuales, pequefio tamafio de la muestra
requerida, flexibilidad y bajo costo, aplicable a cualquier poblacion de células eucariotas
(Collins, 2004). Se ha aplicado ensayo cometa a los bivalvos Cassostrea virginica
(Nacci et al., 1996), M. galloprovincialis para evaluar los efectos del derrame petrolero
en las costas gallegas en condiciones de laboratorio (Laffon et al., 2006), M. edulis y la
estrella de mar A. rubens, estableciendo comparaciones de las respuestas genotdxicas de
ambas especies en dos localidades del Reino Unido sometidos a agentes toxicos (Canty
etal., 2009).

En Venezuela, el medio marino no esta exento a la contaminacion por xenobiéticos. En
las costas del estado Sucre han incrementado significativamente los niveles de
contaminantes en los ecosistemas marino-costeros, especialmente en sedimentos, valores
que posiblemente se encuentren asociados a procesos de industrializacion, tréfico
maritimo y otras actividades antropogénicas (Zapata, 2012). La bahia de Mochima junto
con el Golfo de Santa Fe, constituye parte de la zona marino-costera del Parque
Nacional Mochima y representa una region de gran actividad turistica, donde el medio
principal de transporte son los botes con motores fuera de borda; cuyo constante trénsito,

promueve el riesgo de liberacion de aceite y combustible en la masa de agua.



El aceite usado de motor de botes es un liquido de color pardo a negro que puede ejercer
impacto sobre los ecosistemas marinos, por la presencia de sus componentes
potencialmente tdxicos, tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos
clorados y metales pesados (Nusetti et al., 2005; Antén, 2011). Parte de estos
genotoxicos pueden solubilizarse, haciéndose persistentes en la masa de agua,
disponibles para la biota a través de sedimentos y alimentos (Espina y Vanegas, 2005).
Por tal motivo se hace imprescindible realizar evaluaciones ecotoxicoldgicas en
organismos representativos de los sistemas ecoldgicos, con el fin de establecer los
efectos que pueden causar dosis no letales de xenobidticos (Zapata, 2012).

En el presente estudio se selecciond al erizo verde Lytechinus variegatus, considerado
como una de las especies bentonicas con mayor valor de constancia y abundancia en la
bahia de Mochima (Hidalgo et al., 1999) como posible organismo modelo que pudiese
dar respuesta a la incertidumbre de los efectos del aceite quemado de motores fuera de

borda sobre la biota.

Las respuestas a distintos niveles celulares de L. variegatus, expuestos a la FAAQMB
acumulada en la masa de agua, pudiesen en un futuro, de una manera no invasiva, dar un
aporte para el desarrollo de planes o programas de conservacion de la bahia de

Mochima.

Con el fin de evaluar las respuestas citotoxicas y genotdxicas en celomocitos del erizo
verde como especie sensible a la contaminacién de la bahia de Mochima, se realizé un
bioensayo de toxicidad aguda; empleando como agente contaminante la FAAQMB,
complementado con un monitoreo espacio-temporal in situ en cuatro localidades,
durante los tiempos de lluvia y sequia, alternados con las temporadas de alta y baja
afluencia de turistas.



METODOLOGIA

Colecta de organismos

Los organismos se colectaron de forma manual, tanto para los ensayos de laboratorio
como para el in situ; y fueron seleccionados de acuerdo a su talla (7 a 8,50 cm de
longitud total, medida con Vernier), diametro (4 a 5 cm aproximadamente, medido con
Vernier) y peso (150 g a 200 g en balanza digital APX-200). Los ejemplares destinados
al bioensayo y las muestras del estudio in situ (refrigeradas) fueron trasladados hasta el

laboratorio de Genética del Instituto Oceanogréafico de Venezuela.

La colecta de las unidades experimentales tuvo lugar en la bahia de Mochima, situada
dentro del Parque Nacional Mochima, en la vertiente norte de la cordillera de la costa
nororiental del pais; entre los 10°24°55°’-10°20°02”" N y 64°19°30” - 64°22°30” O, con
un area superficial aproximada de 29 km? (Figura 1). Es un cuerpo de agua largo y semi-
estrecho. La anchura es muy variable, desde 0,3 km en la zona mas estrecha hasta 3,5
km en la mas ancha. Se abre al norte por una boca de 1,7 km de ancho y una

profundidad de 60 m aproximadamente (Cervigon et al., 1988).

De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas del agua de la Bahia de Mochima
descritas originalmente por Cervigon (1988), los diferentes pardmetros ambientales
muestran cierta estacionalidad relacionados con los periodos de sequia y lluvia. La
temperatura presenta un intervalo de variacion que oscila de 20 °C a 28 °C. La salinidad

varfa muy poco estacionalmente y tiene un valor medio de 36,6 x 10 3(Ruiz, 1995).

Cuatro localidades de la bahia de Mochima fueron destinadas para la realizacion del
estudio in situ: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL), Sene Véquira (SV) y Cercanias
de la Estacion de Investigaciones Marina Mochima, adscrita a la Fundacion IDEA
(Figura 1). Los muestreos se realizaron tomando en cuenta las temporadas de sequia
(desde noviembre de 2013 hasta abril del 2014) y lluvia (desde Mayo 2014 hasta
noviembre 2014), de acuerdo a lo establecido en el boletin climatoldgico del Instituto

Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMEH, 2014). También se tomo en cuenta la



afluencia de turistas en distintas épocas del afio 2014, considerando las temporadas altas

correspondientes a diciembre del 2013 (navidad) y agosto del 2014 (vacaciones) y las

temporadas bajas en los periodos intermedios con pocos visitantes; distribuyendo los

muestreos de la siguiente manera:

1
2
3.
4

. Agosto 2014: temporada de lluvia con alta afluencia de turistas (Apéndice 1).

Diciembre 2013: Temporada de sequia con alta afluencia de turistas.

Marzo 2014: Temporada de sequia con baja afluencia de turistas.

Mayo 2014: Temporada de lluvia con baja afluencia de turistas.
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del area de muestreo en la bahia de Mochima,
Venezuela: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL), Sene Vaquira (SV) y cercanias de la
Estacion de Investigaciones Marina Mochima, adscrita a la fundacion de Investigaciones
De Estudios Acuéticos (IDEA).



Obtencién de la FAAQMB

Se obtuvo la FAAQMB a partir de una mezcla de aceite quemado de motor y de agua
de mar filtrada en una relacion 1:9 v/v. Para la realizacion de esta mezcla se tomé un
volumen de 200 ml del aceite lubricante, y se diluy6 en 1800 ml de agua de mar filtrada
en un matraz erlenmeyer de 2000 ml de capacidad.

La mezcla resultante se mantuvo en agitacion constante (con magnetos sobre planchas
de agitacion) durante un periodo de 24 horas, a temperatura ambiente y se dejé reposar
durante una hora. Luego, por separacion diferencial utilizando un embudo de separacion
rudimentario, se colecto la fraccion acuosa, empleada como solucion patrén (100% v/v),

descartando la capa mas densa de aceite (Anton, 2011).
Calculo del CLxg

Para la realizacion del CLsp (con una réplica) previamente fueron aclimatados los
ejemplares de L. variegatus durante siete dias aproximadamente, en los tanques
disponibles en la estacion de investigaciones marina de Mochima, con agua de mar

filtrada (salinidad 36 %o; pH 7,6 = 0,2; temperatura 25 + 1 °C) y aireacion constante.

Se expusieron 50 organismos (5 organismos por tratamiento, con una réplica), a 5
concentraciones ascendentes de la FAAQMB (0, 3, 5, 7 y 9%) durante 96 h, con
monitoreo cada 24 h, evaluando la mortalidad de los individuos a fin de determinar la
concentracion que resulta letal para el 50% de los organismos (CLsp). Para ello, se
empled el programa desarrollado por Stephan et al. (1978); mediante un ensayo estético,

sin recambio de agua; de acuerdo a lo sugerido por Zapata y Pedrero (2008).
Bioensayo de toxicidad aguda

Para las pruebas de toxicidad aguda con dosis subletales los organismos de L. variegatus
adultos fueron transportados vivos en cavas desde la Estacion de Investigaciones
Marinas de Mochima, hasta el laboratorio de geneética del Instituto Oceanografico de

Venezuela (I0V), aclimatados durante una semana en acuarios (40 L de capacidad) con
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agua de mar filtrada (salinidad 36 %o; pH 7,6 + 0,2; temperatura 25 + 1 °C) y aireacion

constante.

Para el estudio in situ fueron capturados diez organismos de las cuatro localidades, en
cada muestreo temporal realizado (para un total de 160 individuos); los cuales fueron
regresados a su entorno (Apéndice 2). La hemolinfa extraida se resguardd en tubos de
ensayo con buffer ISO-EDTA en una relaciéon 1:3. Las muestras fueron refrigeradas y
transportadas en cavas hasta el laboratorio de genética del IOV para los estudios de

laboratorio.

A partir del CLs calculado (con un valor de 6,24% para la FAAQMB) se determinaron
las dosis subletales para determinar los dafios a distintos niveles celulares en los
celomocitos de L. variegatus. Se expusieron 48 organismos en acuarios rectangulares de
6 L de capacidad (6 individuos en cada acuario, con una réplica) a las distintas
concentraciones subletales (0, 1, 3 y 5%,), con aireacion constante durante 96 h,
monitoreos cada 24 h y extraccion interdiaria de hemolinfa en los organismos expuestos

para realizar estudios de dafios a distintos niveles celulares a las 0, 48 y 96 h.
Extraccion de hemolinfa

La extraccion de hemolinfa se llevé a cabo las 0, 24, 48 y 96 h. Se realiz6 puncion
directa a la region oral de L. variegatus, utilizando una jeringa hipodérmica de 5 ml de
capacidad. Se extrajeron cuidadosamente 5 ml del fluido, y fue almacenado en tubos de
ensayo de 20 ml de -capacidad, contentivos de buffer ISO-EDTA: TRIS
(trishidroximetilaminometano) 1 M, EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) 1M, NaCl

1M y agua de mar filtrada y esterilizada, en una relacion 1:3.

La hemolinfa se centrifugd a una baja velocidad (800 rpm) durante 5 min, a fin de
concentrar los celomocitos del fluido inicial (tanto para el bioensayo, como para las
muestras in situ). El precipitado fue lavado y resuspendido con buffer ISO- EDTA a pH
7,8 en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad, a una temperatura de aproximadamente

4 °C para su posterior centrifugacion a 1200 rpm durante 3 min.
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Ensayos citotoxicos
Viabilidad Celular (VC)

Mediante la tincion con azul Tripano fue posible la diferenciacion entre células viables
(transldcidas) y no viables (tefiidas de azul), y asi determinar el porcentaje de viabilidad
celular en celomocitos de L. variegatus. En este procedimiento, una suspensién de
celomocitos (25 pl) se mezcl6 con una solucién al 0,4% de colorante (25 pl). Las células
fueron observadas por microscopia Optica con una magnificacion de 400X. Se uso la
camara de Neubauer para contar el numero de células viables y concentracion celular

total (expresada en porcentaje).
Tiempo de Retencion de Rojo Neutro (TRRN)

La citotoxicidad de los compuestos puede ser abordada a través de pruebas cuyo
fundamento es la absorcidn de colorantes supravitales. Tal es el caso de la aplicacion de
la prueba con Rojo Neutro, cuya acumulacion ocurre por entrampamiento de la forma
protonada del colorante dentro del ambiente acido del lisosoma o por unién a cargas
acidas fijas, tales como polisacaridos acidos dentro de la matriz del lisosoma. Como
respuesta se observa una disminucion en la capacidad de las células para asimilar y
retener al colorante Rojo Neutro en el interior del organelo la cual es indicadora de la
estabilidad lisosomal (Anton, 2011).

Para el Tiempo de Retencion de Rojo Neutro (TRRN) se prepard una solucion madre de
rojo neutro (RN) con 20 mg del colorante (Sigma Chemical, St. Louis) en 1 ml de
dimetil sulféxido (Lowe y Pipe, 1994); a partir de la cual se obtuvo la solucion de

trabajo, usando 10 pl de la solucion madre de RN y 5 ml de agua de mar con EDTA.

Se anadieron 10 pl de hemolinfa y 10 pl de la solucién de trabajo de RN; y se midi6 el
tiempo de retencion de RN. Las muestras fueron observadas a 400X, identificando las
células que presenten una coloracion o pigmentacion roja en el citosol como células

dafiadas, con ciertas dificultades de englobar el liquido en sus lisosomas. El TRRN se
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estimo por conteo manual cada 5 min de la poblacién celular hasta que el 50% de la

misma se tifiera de rojo.
Ensayos de genotoxicidad
Prueba de Micronucleos (MN)

Se aplicé la prueba de Micronucleos (MN) en celomocitos descrita por Jha (2004), con
algunas modificaciones. Se extendieron 200 pl de hemolinfa cuidadosamente sobre un
portaobjetos y se dejaron secar al aire durante 30 min; los portaobjetos se fijaron en
metanol durante 15 min, seguido de una tincién con Giemsa (5%) durante 20 min. El
exceso de colorante se elimind por lavado dos veces en agua destilada. Una vez secas las
laminas portaobjetos se examinaron bajo el microscopio para observacién de MN en mil

celulas.
Ensayo Cometa

Para el ensayo cometa, ld&minas portaobjetos fueron recubiertas previamente con 150 pl
de agarosa y debidamente rotuladas. Se colocaron 25 pl de hemolinfa sobre la lamina
recubierta de agarosa seguida una nueva capa de 150 pl de agarosa. Los portaobjetos se
incubaron a continuacion en solucion de lisis pH 10 (NaCl 2,5 mM, TRIS 10 mM y
EDTA 100 mM) durante 1 h; después se lavaron con agua destilada y se colocaron en la
camara electroforética previamente llena con buffer de electroforesis (EDTA 1 mM y
NaOH 300 mM), durante 20 minutos. Se aplicaron 20V durante 10 min y luego se
sacaron las laminas para ser sumergidas en buffer neutralizante (para evitar cambios
bruscos de pH). Los mic rogeles replicados en los portaobjetos se tifieron con bromuro

de Etidio y se observaron en un microscopio de epifluorescencia.

El conteo de cometas se realiz6 segun el tamafio de la cola por clasificaciéon visual,
recomendada por Collins (2004). EI método consiste en clasificar el nivel de dafio en 5
categorias que van de cero (celulas sin migracion) a cuatro (casi todo el ADN en la

cola); basado en la migracién de fragmentos provenientes de la ruptura del ADN durante
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la electroforesis, dando la apariencia de la cola de un cometa, es utilizado para lesiones
en sitios alcali-labiles del ADN (Zhu et al, 2005).

Andlisis estadisticos

Se estimaron y compararon dafios a distintos niveles celulares en celomocitos de L.
variegatus luego de un bioensayo de toxicidad aguda; mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis, ya que los datos no cumplieron con los supuestos del Analisis de
Varianza (ANOVA).

Para el estudio in situ se analizaron las respuestas citotoxicas y genotoxicas mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Todos los analisis estadisticos se realizaron
mediante el programa computarizado Statgraphics Centurion, de acuerdo a lo
establecido en Sokal y Rohlf (2009).



RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se evidencié la efectividad que presenta L. variegatus para
modular sus respuestas citotoxicas y genotdxicas en presencia de concentraciones
subletales de la FAAQMB; fundamentadas en la variacién del TRRN, induccién de
micronucleos y formacion de cometas. Estas variables también se estimaron en la
respuesta in situ del erizo verde, en cuatro localidades de la bahia de Mochima, durante
un biomonitoreo espacio-temporal con diferentes niveles de afluencia turistica y

pluviosidad, lo que complementé la informacion.
Pruebas de toxicidad aguda

La concentracién letal media (CLsp) para los organismos expuestos fue 6,24% de la
FAAQMB (Apéndice 3). Esta prueba tiene una gran relevancia en los programas de
monitoreo ambiental, para determinar las fuentes, los efectos y la toxicidad de los
compuestos provenientes en las descargas industriales y urbanas (Zapata y Pedrero,
2008).

Las pruebas de toxicidad aguda son de gran utilidad porque permiten la construccion de
bases de datos para la comparacion de la sensibilidad de las especies a los contaminantes
0 de la toxicidad de un grupo de compuestos en una especie en particular, de una manera
rapida y econémica (Ramirez y Mendoza, 2008); y en este estudio permitié la
comparacion de la sensibilidad que tiene L. variegatus en relacion a otras especies que
han sido propuestas como organismos centinelas en la evaluacién de los cambios que se

suscitan en las zonas marino-costeras, especialmente en presencia de contaminantes.

En la tabla 1 se puede observar que L. variegatus es menos tolerante a la presencia de
lubricantes disueltos en el agua que otros equinodermos, como el erizo negro
Echinometra lucunter cuyo CLso para las mismas concentraciones de FAAQMB fue de
7,34%, con diferencias estadisticamente significativas (Vel&squez et al., 2012). También
resulté ser mas sensible que algunos bivalvos como Pinctada imbricata, el cual fue
tolerante al 100% de la fraccion acuosa del fuel oil n°6 (Nusetti et al., 2004) y al 83% de
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la FALUMV, de acuerdo a lo determinado por Anton (2011); y que otros invertebrados
marinos como el poliqueto Eurythoe complanata, con un CLsy de 13,99% de FALUMV
(Nusetti et al., 2005).

Tabla 1 Estimaciones de las concentraciones letales medias (CLsp) a 96 horas, de
distintos organismos marinos expuestos a distintos lubricantes disueltos en agua de mar.

Especie Contaminante CLso Referencia

Pinctada imbricata Fuel oil n°6 100% Nusetti et al., (2004)
Eurythoe complanata FALUMV 13,99% Nusetti et al. (2005)

Pinctada imbricata FALUMV 83% Anton (2011),

. Velasquez et al.,
Echinometra lucunter FAAQMB 7,34%
(2012)

Lytechinus variegatus FAAQMB 6,24% Este trabajo

Ensayos citotoxicos
Viabilidad celular

Mediante la tincion con azul tripano fue posible la diferenciacion entre células viables
(transldcidas) y no viables (tefiidas de azul); y asi se determind el porcentaje de VC. No
se obtuvieron diferencias significativas entre las concentraciones aplicadas (H= 6,84 y
P> 0,05) y el tiempo de exposicion (H= 4,05 y P> 0,05); con una proporcién viable de
células sobre el 80% de los celomocitos contados en la camara de Neubauer para todas

las concentraciones durante las 96 h de exposicion, tal como se muestra en la figura 3.

Estudios previos empleando lubricantes usados disueltos en agua de mar obtuvieron un
porcentaje de células viables en otros invertebrados marinos similar a los del erizo
verde. Sanchez (2008) estimo el porcentaje de viabilidad en hemocitos de Lima scabra
expuestos a FALUMV (88-97%) sin diferencias significativas durante 3 dias de
exposicion. Antén (2011) estimo el porcentaje de viabilidad (PV) de hemocitos en
Pintada imbricata expuestos a la FALUMYV a los 3 dias, los organismos presentaron PV

entre 88-94% en todos los grupos experimentales. Zapata et al. (2012) empleando
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tincion diferencial con eosina amarilla (0,1%) en agua de mar filtrada y estéril, también
determind la viabilidad celular en hemocitos de Perna viridis, con promedios similares
(78,50-89,40%).
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Figura 2. Viabilidad Celular en celomocitos de L. variegatus expuestos a distintas
concentraciones subletales de FAAQMB durante 96 h, en condiciones controladas.

Con este método se garantizd la integridad de la membrana y nimero de células vivas
para la realizacion de las pruebas genotoxicas; ya que una viabilidad menor del 70% de
las células diana, debe considerarse como toxicidad no aceptable para la realizacion del

ensayo cometa (Zufiga, 2009).
Tiempo de Retencion de Rojo Neutro

La evaluacion de la citotoxicidad de un xenobiotico es un dato clave a la hora del
analisis de los resultados (Zufiiga, 2009). En la figura 3 se observa el TRRN en
celomocitos de L. variegatus, a distintas concentraciones subletales de la FAAQMB en
condiciones controladas, durante las 96 horas de exposicion. Se observaron diferencias
significativas en relacion al tiempo de exposicion al contaminante (H=10,76 y P<0,01),
indistintamente de la concentracion de FAAQMB aplicada, pues las diferencias

estadisticas para este factor no fueron significativas (H=5,24 y P> 0,1).
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Este marcador citoplasmatico indic6 una evidente reduccion en la capacidad lisosomal
para retener el colorante en organismos, después de 96 h de exposicion. El tiempo
minimo de retencion fue estimado en 11 min para los organismos expuestos,
contrariamente los organismos controles exhibieron tiempos de retencion mayores a los
20 min. Este dafio esta asociado a una alta incidencia de desestabilizacion de las
membranas lisosomales, que a su vez podria influenciar la reduccién de la viabilidad
celular. Se conoce que en moluscos y equinodermos, los lisosomas son los organelos con
mayor capacidad de acumulacion y homeostasis de xenobioticos, incluyendo

hidrocarburos y metales pesados (Antén, 2011).
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Figura 3. Tiempo de Retencion de Rojo Neutro en celomocitos de L. variegatus, a
distintas concentraciones subletales de FAAQMB en condiciones controladas, luego de
96 horas de exposicion.

Estudios previos aportan informacion sobre la disminucion de la estabilidad lisosomal en
otros organismos acuéaticos. Anton (2011) afirma que ejemplares del bivalvo Pinctada
imbricata expuestos a las crecientes concentraciones de FALUMV presentaron
poblaciones de hemocitos con baja capacidad de retener el colorante rojo neutro,
mostrando una relacién proporcional entre dosis usadas y la respuesta obtenida, ya que
el tiempo minimo para observase dafios a nivel lisosomal fue estimado en una hora. Por

su parte, Zapata et al. (2012) encontraron que el porcentaje de hemocitos de Perna
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viridis con reducida capacidad de retener en sus compartimientos lisosomales el rojo
neutro fue significativamente alto en los organismos colectados, observandose efectos
celulares en los primeros 15 minutos de ensayo. Estos resultados son comparables con
los obtenidos en L. variegatus durante el presente estudio, siendo similar su respuesta
ante exposicion prolongada a la fraccion soluble de lubricantes usados. Las celulas
celémicas de bivalvos y el erizo verde son marcadores de estrés efectivos a este nivel

celular.
Ensayos genotoxicos
Prueba de micronucleos

La presencia de micronucleos evidencio un estrés significativo en los celomocitos de L.
variegatus, durante las 96 h de exposicién a la FAAQMB. La formacién de pequefios
nucleos circundantes en el citoplasma respondi6 a la concentracion del xenobi6tico y el

tiempo de exposicion.

En la figura 4 se puede observar una respuesta similar entre los individuos expuestos al
1% y 3% de contaminante; mientras que los expuestos al 5 % del xenobidtico, reflejaron
un incremento en la formacion de pequefios nucleos (H=20,02 y P<0,001) con
diferencias muy significativas, al alcanzar las 96 h del ensayo de toxicidad aguda
(H=14,79 y P<0,001), con una proporcion de 12,17%o0 MN.

Es posible que la tolerancia de los celomocitos a este nivel celular se vea potencialmente
afectada cuando los individuos son expuestos de forma prolongada a una dosis subletal
cercana al CLsp en este mismo estudio; comprometiendo la integridad de la actividad
mitotica en los celomocitos y por ende generando la presencia de pequefios fragmentos
citoplasmaticos contentivos de cromatina (MN) no incorporados en los nucleos hijos
durante la anafase de division celular. Otros estudios hacen referencia a la incidencia de
MN en condiciones controladas, con un indice de MN menor que el producido por la
FAAQMB en L. variegatus. Saotome y Hayashi (2003) evaluaron la frecuencia de MN

en embriones del erizo Hemicentrotus pulcherrimus, la cual aumenté directamente con la
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concentracion de Mitomicina C (5,7 %o). Dallas et al. (2013) determinaron que la
influencia del Ni tuvo un efecto significativo en la incidencia de MN de Mytilus
galloprovincialis, (8,49 MN por 1000 células). Por su parte, Siu et al. (2004) aplicaron
la prueba de MN para la deteccion de genotoxicidad en hemocitos de Perna viridis por
accion de Benzopireno, con una frecuencia de 2,13%.. Estos Ultimos autores
mencionados, afirman que la rotura de cadenas de ADN y la formacion de micronucleos
en los hemocitos de Perna viridis pueden ser potencialmente utilizados como

biomarcadores convenientes de la exposicion a genotoxicos en el medio marino.

16 -

*

3
Z ®m0h
< <48h

N96h

FAAQMB (%0)

Figura 4. Micronucleos en celomocitos de L. variegatus, a distintas concentraciones
subletales de FAAQMB en condiciones controladas, luego de 96 horas de exposicion.

Ensayo cometa

Los individuos expuestos al xenobidtico respondieron a las distintas concentraciones de
la FAAQMB, con diferencias estadisticas muy significativas con respecto al grupo
control. La figura 5 representa graficamente el nimero de cometas en celomocitos de L.
variegatus, en condiciones controladas. Fue posible observar la disminucion de nucleos
integros a medida que aumento la concentracion del xenobiotico (H=14,23 y P < 0,01),
con un concomitante incremento de nicleos con estelas de ADN de diferentes longitudes

y con diferencias significativas a partir del 1% de la exposicion a la FAAQMB, con
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colas tipo 1 (H=15,02 y P <0,01), tipo 2 (H=9,59 y P> 0,05), y tipo 3 (H=15,86 y P<
0,01). Este resultado permite inferir que, los celomocitos responden de forma efectiva a
la presencia de la FAAQMB, reflejando cometas con mayor rotura de cadenas de ADN
conforme aumenta la concentracion del contaminante.
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Figura 5. Numero de cometas en celomocitos de L. variegatus, de acuerdo al tipo de
cometa, a distintas concentraciones subletales de FAAQMB en condiciones controladas,
luego de 96 h de exposicion.

Este resultado fue similar al obtenido por Siu et al. (2004) quienes demostraron una
relacion dosis-respuesta entre el nivel de roturas de la cadena de ADN vy las
concentraciones de Benzopireno en hemocitos de P. viridis; cuando compararon el
contenido de ADN en la cola y la longitud de la cola en los cometas. Bhagat e Ingole
(2015) también mostraron que el dafio del ADN en las células del caracol marino
Planaxis sulcatus aumentd al aumentar el tiempo de exposicion al Cloruro de Mercurio
(HgCly); y su sensibilidad a la contaminacion por metales. Estos estudios reafirman la
utilidad de ensayo cometa para la deteccion de dafios en el ADN tras la exposicion a
potenciales compuestos genotoxicos. Canty et al. (2009), realizaron estudios integrados
de laboratorio dirigidos a multiples respuestas de biomarcadores en la estrella de mar
(Asterias rubens) y el mejillon (Mytilus edulis) expuestos a una gama de
concentraciones de genotoxinas de accidon directa e indirecta: Sulfonato de Metilo

Metano (MMS) y Ciclofosfamida (CP), respectivamente, con el fin de determinar si la
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genotoxicidad expresada produce efectos en los niveles mas elevados de organizacion
bioldgica. Se observaron relaciones claras de dosis-respuesta en cada especie, siendo el
equinodermo la especie mas sensible. Los autores concluyeron que los equinodermos
son relativamente mas sensibles que los moluscos bivalvos. No se han hallado otros
estudios que evallen la sensibilidad relativa del erizo adulto o equinodermos maduros
utilizando el ensayo cometa en condiciones experimentales similares; aun asi L.
variegatus parece responder de forma similar a los invertebrados marinos antes

mencionados, considerandose un sensor efectivo.

La efectividad del ensayo se corrobor6 al utilizar como agente inductor genotdxico
conocido Perdxido de Hidrégeno (H20,), sobre una muestra limitada de células durante
la corrida electroforética. De esta manera se descartd la posibilidad de que la
desnaturalizacion del ADN fuera provocada por la exposicion prolongada al buffer
electroforético o a causa de la no difusion de sal de la solucién de lisis desde la agarosa
hacia el tampdn; actuando como electrolito y facilitando la migracién de ADN (Zuifiiga,
2009).

Estudio in situ

Se evidencid la respuesta del erizo verde a distintos niveles celulares, en condiciones
naturales. Un monitoreo espacio-temporal prob6 a L. variegatus como posible sensor
ambiental en cuatro localidades de la bahia de Mochima (Isla Larga, Sene Vaquira,
Mangle Quemao Y las cercanias al IDEA) considerando los periodos de pluviosidad y la

afluencia turistica.
Viabilidad celular

Los organismos estudiados mostraron una viabilidad celular éptima para todas las
localidades y las distintas estaciones del afio; con diferencias no significativas para el
factor localidad (H=0,68 y P > 0,05) y altamente significativas para la época del afio
(H=28,60 y P < 0,001); de modo que, la pluviosidad y/o la presencia antrépica pudieran

tener relevancia en la alteracion de la estabilidad de las células celémicas.
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Durante la época de sequia disminuy6 considerablemente el nimero de células viables,
cuando la afluencia de turistas era mayor, con apenas un 79,06% de VC en Isla Larga.
En contraste, al disminuir la presencia de los temporadistas, se incremento6 el nimero de
células vivas, con membranas integras, en un 90,52% VC en Sene Vaquira. La época
lluviosa mantuvo valores intermedios de celomocitos vivos, en comparacién los de la
estacion de sequia, oscilando entre 81,69% en temporada baja y 88,78% en temporada
alta (figura 6).
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Figura 6. Viabilidad celular (VC) en celomocitos de L. variegatus, en cuatro localidades
de la bahia de Mochima: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL), Sene Vaquira (SV) y
Estacion IDEA (IDEA), durante las temporadas alta/ sequia, Baja/sequia, Baja/ lluvia y
Alta/lluvia.

Tiempo de Retencion de Rojo Neutro

Para determinar citotoxicidad se midi6 el TRRN in situ, en celomocitos de L. variegatus.
Los resultados estadisticos mostraron diferencias no significativas para las cuatro
localidades de la bahia de Mochima (H= 1,24 y P>0,05); y diferencias significativas
entre el tiempo de retencion del colorante y la época del afio (H=94,79 y P<0,01);
Siendo la temporada alta, aunada al tiempo de sequia, el periodo de mayor estrés

citotoxico para L. variegatus.
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En la figura 7 se observa claramente una alteracion de la estabilidad de las membranas
lisosomales durante la época de sequia, con una alta afluencia de turistas; reflejada en la
disminucién de su capacidad para retener el RN a 4 min aproximadamente. Mientras
que, durante la época de lluvia el TRRN alcanz6 21,4 min, cuando era temporada alta.
Posiblemente, los factores relacionados a la escasa pluviosidad durante la época de
sequia generaron el estrés ambiental causante de la perturbacion en el Optimo

funcionamiento de los celomocitos.
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Figura 7. Tiempo de Retencion de Rojo Neutro (TRRN) en celomocitos de L. variegatus
en cuatro localidades de la bahia de Mochima: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL),
Sene Vaquira (SV) y Estacion IDEA (IDEA) durante las temporadas alta/ sequia,
Baja/sequia, Baja/ lluvia y Alta/ lluvia.

Al respecto, Taleb et al. (2007), infirieron un descenso en el tiempo de retencion del rojo
neutro en hemocitos de Mytilus galloprovincialis en zonas con altos niveles de
contaminacion organica en el mar mediterraneo; y sugieren que el nivel de estrés del
organismo es proporcional a la contaminacion de las aguas circundantes, en particular,
por los hidrocarburos poliaromaticos, que tienden a estar bioacumulados en algunos
organulos como los lisosomas, induciendo la desestabilizacion continua de la membrana
lisosomal. Otros estudios han afirmado que durante el verano, el aumento de la

temperatura del agua reduce la estabilidad de la membrana lisosomal (Tremblay et al.,
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1998, citado por Taleb et al., 2007), lo que pudiera explicar la disminucién en el TRRN

para los ejemplares de L. variegatus estudiados.
Prueba de micronucleos

La prueba de Kruskal-Wallis estimé diferencias no significativas para el factor localidad
(H=3,27 y P> 0,01) y diferencias significativas para el factor temporada (H=8,80 y P <
0,01) en la prueba de MN, aun cuando el numero de anomalias no excedia a 2 células
micronucleadas. En la figura 9 se puede observar que la mayor incidencia de MN se
presentd durante la época de sequia, cuando la afluencia de turistas era mayor
(alta/sequia), con un valor de 2 %o en la localidad de Mangle Quemao (MQ). Este
resultado pudiera deberse a la presencia antropica, aunada a la contaminacion acumulada
en un periodo de escasa pluviosidad (INAMEH, 2014).
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Figura 8. Microndcleos en celomocitos de L. variegatus in situ, en cuatro localidades de
la bahia de Mochima: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL), Sene Vaquira (SV) y
Estacion IDEA (IDEA), durante las temporadas alta/ sequia, Baja/sequia, Baja/ lluvia y
Alta/ lluvia.

Saotome y Hayashi (2003) utilizaron el ensayo de MN en erizos de mar para evaluar la
contaminacion marina en la bahia de Tokio; obteniendo una respuesta hiposmatica a la

baja salinidad del agua de mar, en lugar de a los contaminantes quimicos, como se
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esperaba (con una frecuencia desde 3,8 hasta 24,8 %o;) en comparacion con la frecuencia
(5,8 %o0) inducida por mitomicina C en una proporcion de 10 g/ml para el control

positivo.
Ensayo cometa

Los celomocitos del erizo verde respondieron de forma efectiva, con un nimero elevado
de nucleos integros en relacion a los presentes en los bioensayos y a los obtenidos por
exposicion al H,O,. La comparacion estadistica del numero de cometas con distintos
tipos de dafio entre las distintas localidades y temporadas, arrojé diferencias
significativas s6lo durante la temporada sequia, cuando la afluencia de turistas era mayor,
especificamente en la localidad de Mangle Quemao (Apéndice 4). Este resultado pudiera
ser consecuencia de la escasa movilidad del agua durante la época de sequia,
concentrando los contaminantes presentes, acentuado por la presencia antrdpica en la

temporada alta.

La figura 10 muestra en forma detallada el numero de cometas en celomocitos de L.
variegatus obtenido del monitoreo espacio-temporal, clasificados segun el tipo de cola
observados bajo el microscopio de fluorescencia; y comparados con un agente inductor
conocido (H20). Es posible observar que hay poca presencia de dafios tipo 1y 2 en los
ejemplares estudiados, por lo que se infiere que en general, las perturbaciones
ambientales no comprometieron el correcto funcionamiento a este nivel celular; sélo los
ejemplares de Mangle Quemao presentaron diferencias estadisticas muy significativas,
en relacion a las otras localidades sélo durante la temporada de sequia con mayor
afluencia de turistas (alta/sequia). De acuerdo a la informacién obtenida en
conversaciones personales con los habitantes de la zona y lo observado durante los
muestreos, esta localidad en particular, ha sido modificada para el disfrute de los

bafiistas, desplazando la biota marina.

Los bioensayos realizados en este estudio fueron orientados a evaluar la respuesta de los
celomocitos a distintos niveles celulares, expuestos a la FAAQMB como agente
genotoxico; y probar la efectividad del erizo verde como sensor biolégico de
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contaminacion. En primera instancia fue posible evidenciar el efecto citotdxico producto
de la exposicion de 96 h al contaminante aun a bajas concentraciones, observado en la
disminucion del TRRN. También se reflejo la genotoxicidad en la presencia de MN,
acentuada cuando los organismos se expusieron durante 96 h a altas dosis subletales de
FAAQMB. En el ensayo cometa, las lesiones encontradas en el ADN del erizo verde se
observaron en todas las dosis de FAAQMB. Esto se debié a la eliminacion de las
proteinas acompafiantes del ADN y el desenrrollamiento del mismo lo que permitié un

mayor acceso del xenobidtico utilizado, corroborando la sensibilidad de esta técnica.
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Figura 9. Numero de cometas en celomocitos de L. variegatus in situ, en cuatro
localidades de la bahia de Mochima: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga (IL), Sene
Vaquira (SV) y Estacion IDEA (IDEA), comparado con un control + (H,0;) durante las
temporadas Alta/ sequia (A), Baja/sequia (B), Baja/lluvia (C) y Alta/ lluvia (D).

Los celomocitos del erizo verde in situ mantuvieron un funcionamiento celular y
genético eficiente, en contraste con los resultados obtenidos en los bioensayos. Se
evidencid un incremento significativo en la respuesta a distintos niveles celulares en la

época de menor pluviosidad, cuando la escasa movilidad de agua y la evaporacién
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concentran los posibles contaminantes en la columna de agua; aunada a la temporada
alta, donde el trafico de botes y la influencia antropica es mayor. L. variegatus pudiera
usarse en monitoreos regulares dentro de la bahia de Mochima como sensor de
contaminacion para futuras evaluaciones de calidad de agua y prever efectos a largo
plazo.



CONCLUSIONES

El erizo verde (L. variegatus) resultd ser una especie sensible a la contaminacion
producida por la FAAQMB, con un LCs, de 6, 24 %.

A nivel citotoxico, el tiempo de exposicion al contaminante comprometio
significativamente la integridad de las membranas lisosomales, aun a bajas

concentraciones.

Se evidencid pérdida de ADN con respecto a las distintas concentraciones de FAAQMB
y el tiempo de exposicion. Con un incremento en el nimero de microndcleos al 5 % de
FAAQMB, luego de 96 h de exposicién y la presencia de cometas tipo 0, 1, 2, y 3 en

funcion de las concentraciones subletales.

En el estudio in situ de L. variegatus, los celomocitos emitieron una respuesta efectiva
ante las posibles perturbaciones ambientales durante la temporada alta que coincide con

la época de sequia, a distintos niveles celulares, para las cuatro localidades.

En contraste con las respuestas obtenidas por los mismos marcadores bajo condiciones
controladas, los celomocitos del erizo verde in situ mantuvieron un funcionamiento
celular y genético eficiente. L. variegatus pudiera ser utilizado como sensor de
contaminacion en monitoreos regulares para futuras evaluaciones de calidad de agua en

la bahia de Mochima.



APENDICES

Apéndice 1. Distribucion espacio temporal de los muestreos realizados para la
evaluacion de las respuestas citotoxicas y genotoxicas en celomocitos de L. variegatus
en la bahia de Mochima.

q Alta/sequia a Baja/sequia O Baja/lluvia G Alta/lluvia

Diciembre 2013
Marzo 2014
Mayo 2014

Agosto 2014

Apéndice 2. Numero de organismos capturados durante los muestreos espacio-
temporales en las distintas localidades de la bahia de Mochima.

Muestreos
Alta/sequia Baja/sequia Baja/lluvia Alta/lluvia
Localidad
Mangle Quemao 10 10 10 10
Sene Vaquira 10 10 10 10
Isla larga 10 10 10 10
Cercanias IDEA 10 10 10 10

Apéndice 3. CLso para L. variegatus sometido a distintas concentraciones de la
FAAQMB, empleando el Método de Logit.

RESULTADOS CALCULADOS USANDO EL METODO DE LOGIT

CONCEIEIO;E ;? ACION EXPUESTOS MUERTOS MU((IJE/STE IZZ(L)O? Y_glé?.:?

9 5 5 100 0,954 2,1972

7 5 3 60 0,845 0,4055

5 5 0 0 0,699 -2,1972

3 5 0 0 0,477 -2,1972
CONTROL 5 0 0

LCso= 6,24% CON UN 95% DE CONFIANZA. LIMITES DE 3,9 Y 12%
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Apeéndice 4. Comparacion estadistica del nimero de cometas de distintos tipos, entre e

localidades y temporadas de muestreo en el estudio in situ.

tipo de cometa/Localidad Temporada  Valor H Valor P
Alta/Sequia 12,23 0,01*
Baja/Sequia 5,39 0,14
0 Baja/Lluvia 4,52 0,21
Alta/Lluvia 1,06 0,79
Alta/Sequia 10,35 0,02*
1 Baja/Sequia 0,6 0,9
Baja/Lluvia 7,89 0,05
Alta/Lluvia 3,07 0,38
Alta/Sequia 13,69 0,003**
2 Baja/Sequia 5,52 0,14
Baja/Lluvia 2,83 0,42
Alta/Lluvia 8,5 0,05
Localidad H P
Tipo de cometa/Temporada Localidad Valor H Valor P
MQ 13,72 0,003**
IL 6,93 0,07
0 SV 2,34 0,5
IDEA 3,4 0,33
MQ 11,35 0,01*
1 IL 7,59 0,05
SV 1,56 0,67
IDEA 4,89 0,18
MQ 18,13  0,0004***
2 IL 8,19 0,05
SV 3,81 0,28
IDEA 1,65 0,65
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