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RESUMEN

La prueba del cometa alcalino es una herramienta muy poderosa para detectar y
evaluar dafio genético inducido por sustancias quimicas en varias especies de
animales entre ellos los pelicanos y ios peces. En este trabajo se emplea con el
propoésito de detectar la existencia - de este dafio en dos especies de animales
(Pelycanous erytrhorhycus y Goodea atripinnis ) del lago de Chapala y laguna de
Sayula. Para ello, se estandarizé esta prueba para cada una de estas especies, y
se disefié una metodologia para la obtencién de nucleos de ambas (PCA).

Los compuestos organo-persistentes (COP’S) son sustancias con capacidad
mutagénica utilizados en la agricultura e industria. Se determind presencia de
COP’S en aguas del Lago de Chapala y la Laguna de Sayula tanto en época de
sequia y de lluvias durante los afios 2004 y 2005. Las lecturas indicaron muy bajas
concentraciones y variaron de una a otra temporada. Destaca el incremento de
metoxicloro, 2,4 D y DDT lo que indica que estos son arrastrados hasta los
cuerpos de agua durante la temporada de lluvias.

El analisis cromatografico de COP’'S en higado de Goodea atripinnis de
Chapala y Sayula durante ia época de sequia mostré también presencia de
COP’S, sin embargo, el 2,4 D bioacumulado en el higado de peces de Chapala se
encuentra 10 veces mas concentrado (0.02 ppm) con respecto a los de Sayula
(0.002 ppm).

En la primera etapa se observo dano genético en los peces de ambos embalses,
debido, probablemente al 2,4,D. En la segunda etapa hubo diferencia significativa
(P<0.01) en el Goodea de Sayula pero no para el Goodea de Chapala. El dafo |
genético en Sayula se atribuye a ofras sustancias con capacidad mutagénica
diferentes a los COP’S.

ix



SUMMARY

The Alkaline Comet Assay (PCA) is a powerful tool to detect and assess
genetic damage induced by chemical substances in several kinds of animals
among which fish and pelicans. In the present work, we used it in order to detect
this kind of damage in Pelycanous erytrhorhycus and Goodea atripinnis from -
Chapala Lake and Sayula lagoon. We standardized the assay for each one of
these species, and designed a specific methodology for the acquisition of nucleus
from both species.

The persistent organic compounds (COP’S) are substances with mutagenic
ability, widely used in agricuitural and industrial areas. Their concentration were
determined in waters from Chapala lake and Sayula lagoon during rainy and
drought seasons over a two yearé period. Experimental data showed very low
concentrations of COP'S and their variation between dry and rainy seasons.
Please notice the increase of metoxicloro, 2, 4 D, and DDT indicating that these
compounds are probably washed away to the water bodies during rainy seasons.

The chromatographic analysis of COP’S in Goodea atripinnis liver from both
Chapala Lake and Sayula Lagoon during the period of drought confirmed the
presence of theses substances. The bioaccumulation of 2, 4, D was 10 times
higher in liver of fish from Chapala (0.02 ppm}) compared with samples from Sayula
Lagoon (0.00 2 ppm).

During the first sampling period genetic damage was observed in fish from
both lakes, probably due to 2,4 D. During the second period significant differences
(p <0.01) wheré obtained in samples from Sayula but not for Chapala, indicating
the presence of different mutagenic substances other than COP’S between both
lakes.



INTRODUCCION

Los compuestos organicos persistentes (COP’S) son sustancias quimicas a
base de carbono que incluyen quimicos industriales como los bifenilos policlorados
(PCB’S), dioxinas y plaguicidas, en el tltiimo caso: DDT, aldrin, drieldrin, mirex,
toxafeno, clordanoc, heptacloro. Estas sustancias provocan diversos efectos: dano al
sistema nervioso central y periférico, desordenes reproductivos, quebrantamientos
en el sistema inmunolégico, malforrﬁaciones en el nacimiento y hasta la muetrte.
Algunos de ellos poseen actividad mutagénica y carcinogénica y se tienen reportes
de su presencia en aguas del Rio Lerma-Santiago y el lago de Chapala, donde
habitan una gran cantidad de organismos que cbviamente los consumen, mas adn,
de este lago se extrae el agua para consumo de los habitantes de Guadalajara. La
Laguna de Sayula, pertenece a la misma zona hidrolc’agicé pero no hay estudios
precisos sobre su nivel de contaminacion.

Una de las caracteristicas mas importante de los COP'S es su capacidad
para bicacumularse en tejidos animales lo que fleva a un incremento de su
concentracidon hasta diez veces mayor con respecto al medio y se incrementa
nuevamente diez veces por cada nivel tréfico, por ello se magnifica su presencia en
el higado de los peces que los consumen. El hombre no esta exento de este peligro
y el consumo de organismos contaminados constituye un riesgo a la salud. A la
fecha, no existen evaluaciones sobre la relacidén bioacumulacién y dafio genético por
exposicidn crénica a estos compuestos.

El pez Goodea atripinnis y el ave Pelycanous erhythrorhyncus son dos
especies que habitan el lago de Chapala y la laguna de Sayula si bien el segundo lo
hace sélo temporalmente y ambos pueden ser monitores importantes para detectar
bioacumulacion y dafic genético. En el presente estudio se determind la
concentracién de COP'S en ambos cuerpos de agua y en higado de las especies
mencionadas, asimismo, se cuantificé el dafic genético en ese tejido. El agua e
higado se colectaron en dos épocas del afio durante dos afios consecutivos (2004 y
2005). La informacion generada a partir de estos estudios es de gran importancia
ecolégica y permitira a las autoridades correspondientes la toma de decisiones

pertinentes.



ANTECEDENTES

CONTAMINACION AMBIENTAL Y SUSTANCIAS MUTAGENICAS

El desarrollo de las sociedades humanas se acomparia el uso y desecho de
gran cantidad de compuestos quimicos (Grimmer, 1983). Existen algunas sustancias
que pueden causar dano fisiolégico e incluso alterar nuestro ADN, cuando esto
ultimo ocurre se dice que es mutagénica. Esta entra a través de la membrana
celular y llega al nicleo donde puede inducir mutaciones puntuales o aberraciones
cromosérhicas entre otras (Heflich, 1991). Nuestros habitos y un ambiente cargado
de contaminantes fisicos, quimicos y hasta biologicos, pueden afectar nuestro
organismo. Se calcula que en la actualidad existen aproximadamente 10 millones de
diferentes compuestos y la velocidad con la que se diagnostica su peligrosidad
genetica es notablemente inferior a la cantidad de nuevas sustancias producida.
Los reportes indican que un ser humano comun puede estar expuesto de manera
cotidiana a un promedio de 100,000 agentes quimicos diferentes (Albert, 1990).
Existen varios grupos de sustancias quimicas potencialmente peligrosas desde el
punto de vista genético, por ejemplo: las farmacéuticas, los plaguicidas y fas
emisiones gaseosas.

Mutagenos quimicos

Los mutagenos quimicos ocasionan inestabilidad generai que produce
cambios quimicos en el ADN; cambian quimicamente las bases y causan errores de
apareamiento. Existen diferentes tipos de mutdgenos quimicos: los agentes
alquilantes son un grupo de sustancias quimicas gue metilan o etilan a las bases
de los acidos nucleicos. Todos los nitrogenos y oxigenos de las bases pueden ser
alquilados vy la alquilacion conduce a diferentes productos (Wiley, 1990); algunos
ejemplos de agentes alquilantes son: fosfamida, melfalan, thiotepa, clorambucii,
bisulfan (kirkland, 1993). Se ha demostrado que el dafioc al ADN producido en hojas

de tabaco por algunos agentes alquilantes no puede ser reparado y persisten por
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‘mas de cuatro ser'n'é_has (Gichner ef af, 2__00_0). Otro tipo de mutégends quimicos son
- los analogos de base como 6 mercaptopurina, arabinosa c (Zufiga et af., 1998),
“ clastégenos como c.iélofosfamida (Kirkland, 1 293) y colchicina (Zuhiga ef al, 1998),

ahauplodégenos (Asano ef al, 1989), etc.; estas sustancias ocasionan diversas

alteraciones como rompimientos cromosémicos, aneuploidias, inserciones
equivocadas por similaridad con las bases, etc. (Lewin, 2000). Otros mutagenos
quimicos son: gas mostaza, etilmetano sulfonato (fig.1), fenol, formaldehido 5
bromouracilo, methotrexate, hexano y otras sustancias quimicas (Heddle ef a/,
‘1‘978; Kasahara ef af, 1992; Scott ef a/, 1991; Egali ef af, 2000). Los mutagenos
gquimicos  pueden encontrarse también como componentes de la dieta,
carcin6genos industriales y desechos téxicos (Guizar, 1994), el furano, solvente de
. resinas y lacas, co_mponente del smog y cigarros (Wilson, 1992), asi como los
insecticidas (Herrer.:'-if,-: 1992) y pesticidas (Antonucci y Syllos, 2000; Garaj Vrvac y
Zeljezic, 2000).

Figura 1. Accidn '__del _etilmetano sulfonato (EMS) sobre la guanina. La
alquilacién oxidativa de este compuesto convierte a la guanina en 6 etil

guanina.
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Alounos mutagenos son analogos de bases con propiedades de apareamienio
ambiguas (como el bromouracilo) y su accion mutagénica resulta de su
incorporacién al ADN en lugar de una de las bases regulares produciendo futuras
rupturas en la hebra de ADN. La creacidn de sitios apurinicos ¢ apirimidinicos por
eliminacion de las bases correspondientes es otro tipo de lesiones producidas tanto
por radiacién como por mutagenos guimicos como €l éxido de propileno (Murray et
al., 1992; Rios Blanco ef al., 2000).

Las hormonas también ocasionan dafio genotdXico, se sabe que la terapia con
estrégenos para controlar los sintomas menopausicos incrementa el riesgo de
cancer de endometrio (Bali et al., 1990; Nagae et al.,1991; Lang y Reimann, 1993;
Dhillon et al., 1995).

Plaguicidas

Con el incremento de la contaminacién por pesticidas aumentd la necesidad
de la poblacion por conocer los efectos causados por dichas sustancias (Carrillo y
Velez, 1996). Los plaguicidas son ampliamente utilizados en todo el mundo a pesar
del dafio ecoloégico que muchos han provocado debido a su baja tasa de
biodegradabilidad (DDT, aldrin, dieldrin). Muchos de estos compuestos estan
prohibidos pero algunos otros contindan utilizandose (Martinez, 1994). Ejemplos:
en 1985, en la replblica mexicana hubo un incremento en el nimero de muertos de
1 a 7.3 por cada 100 intoxicados debido al contacto con pesticidas y se reportaron
725 intoxicaciones crénicas ocupacionales, 10,000 no ocupacionales y 200,000
casos de cancer relacionados con residuos de plaguicidas en los alimentos (Palacios
et al., 1999). En el cuadro 1 se presentan varios nombres de los tipos de plaguicidas
mas empleados.

De acuerdo con Martinez (1994) en México los principales plaguicidas
organociorados que contaminan las aguas subterraneas y superficiales son: DDT,
HCH, lindano, clordano, heptacloro, metoxicloro, toxaféno, endrin, aldrin y dieldrin
por su persisiencia en el medio. Todos pasan al suelo de donde pueden ser
lixiviados af sistema acuifero. En México se detectaron plaguicidas organociorados
en aguas de riego en el Valle de Mexicali (Carrillo y Vélez, 1996). Varios tipos de



[

pesticidas fueron enconfrados en camarén de granjas acuicolas del centro de
Sinaloa y el Puerto de San Blas, Nayarit (Martinez, 1994).



cuadro 1.

tiocarbamatos.

Pesticidas

organoclorados,

organofosforados,

carbamatos

y




COP’'S

Entre los contaminantes ambientales mas peligrosos se encuentran los COP’S
los cuales son altamente toxicos (Guillette 1994; Guillette et al., 1994) y provocan
enfermedades como: cancer (Guillette, 1994), alergias e hipersensibilidad, dafios al
sistema nervioso central y periférico, desérdenes reproductivos, “quebrantamientos”
en el sistema inmunoldgice {Guillette, 1994; Guiliette ef al, 1924; Guruge ef al,
2001; Lombardi, 1998) malformaciones en el nacimiento y hasta la muerte, tanto en
humanos como en animales. Las Naciones Unidas en colaboracién con otros
organismos internacionales seleccionaron dentro de su programa ambiental (United
Nations Environmental Programme, UNEP) los doce COP’S de mayor peligro que
incluyen ocho pesticidas: aldrin, clordano, DDT, dieldrin, endrin, heptacloro, mirex, y
toxafeno; dos quimicos industriales PCB'S y hexaclorobenzeno y dos productos
derivados no deseados de procesos de combustidn industrial como dioxinas y
furanos (Lombardi, 1998). Estas sustancias son altamente estables, pueden durar
anos o décadas antes de que desaparezcan. Circulan en forma global a través de un
proceso conocido como “efecto saltamontes”: Los COP’S liberados en una parte del
mundo pueden, por evaporacién, ser transportados a regiones lejanas. Son
absorbidos por tejidos grasos de los animales (Borga et al., 2001; Pietrapiana ef al,,
2002; Zhou ef al., 1999) donde las concentraciones pueden llegar a ser hasta de 70
mil veces superiores que los niveles ambientales (proceso !Iamad‘d bicacumulacién)
(Guillette, 1996) y segun el nivel trofico que ocupan dentro de una cadena
alimenticia, acumulan mayores cantidades de estos quimicos (Sun ef al, 2002;
Lippman, 1999; Zhou et al,, 1999). Se pueden encontrar en personas y animales
que viven en regiones como el Artico, lejos de cualquier fuente importante de
contaminacién (Corsolini et al., 1995). Algunos COP’S tienen, aun en cantidades
muy pequeﬁas, actividad estrogénica antagonista o agonista e intervienen con el
sistema endocrino, lo cual afecta la reproduccidn (Dunier, 1994; Guillette, 1996;
Guillette ef al, 2001; Guillette, 1996; Guillette y Uribe, 2001; Lombardi, 1998).
Aunado a lo anterior, Guillette et al. (2001) reportaron un efecto sinérgico de estos
xenobibticos que potencia su accion de 160 a 1,600 veces. Recientemente
investigadores de la Universidad de Guadalajara (Gaceta Universitaria, 2002)
detectaron residuos de plaguicidas organoclorades en concentraciones mayores a
las recomendadas por la OMS en leche consumida en el area metropolitana de



Guadalajara, lo cual, representa un riesgo potencial a la salud por la exposicidon de
estas sustancias.

En nuestro pais las normas de control del uso de los agroquimicos son poco
respetadas. lLa comision intersecretarial para el control del proceso y uso de
plaguicidas, fertilizantes y sustancias toxicas (Cicoplafest) se limita a controlar y
normalizar la comercializacién de estos productos con la finalidad de evitar su
aplicacion indiscriminada (Jiménez, 2001).

Jalisco ocupa el tercer lugar en cuanto al uso de agroguimicos no
recomendados y los estados vecinos también utilizan estas sustancias e incluso
aquellas prohibidas en nuesfro pais y otros paises. Algunas investigaciones
demostraron la alta contaminacion en cuerpos de agua por pesticidas y metales
pesados que provienen de la industria (Dunier, 1994; Quillette, 1996; Sun ef al.,
2002), por lo tanto, el riesgo de exposicion a mezclas de varios plaguicidas a través
de ios cuerpos de agua dulce es muy grande (Jiménez, 2001;- Martinez, 1994). Los
monitoreos ambientales para evaluar la calidad del agua en México se hacen con
normas internacionales por parte de la Comision Nacional del Agua (CNA) pero
estos no contemplan el analisis de pesticidas y agroquimicos de forma periédica y
directa (Gaceta Universitaria, 2002), por ello, no son detectados y se desconocen
las concentraciones de COP'S y su genotoxicidad en los organismos expuestos, por
ejemplo, peces y aves que habitan el Lago de Chapala. Este lago proporciona
pescado fresco para los poblados de la ribera, pese al grave problema de
contaminacion debido a descargas urbanas-industriales de los parques industriales
de Santiage Tianguistenco, Lerma-Toluca, asl como las aguas residuales urbanas
de las poblaciones de Toluca, Lerma, Atlacomulco y otras del estado de México
{Conabio.com 2002).

Torres (1991) y Zhou et al. (1999) demostraron que la bicacumulacién de
compuestos organoclorados en los tejidos de peces esta relacionada con su forma
de alimentacién. Los COP’S por su naturaleza hidrofébica se acumulan en la
superficie, por lo que los organismos de alimentacion superficial presentan una
mayor exposicion. Sun ef al. (2002) reportaron un aumento en la concentracién de
COP’'S en el agua en época de sequia, que disminuye en epoca de lluvias. Borga y
colaboradores (2001) reportaron  biomagnificacion ascendente de compuestos
organoclorados a través de una cadena alimenticia con la mas alta contaminacion de
DDT y PCB'S. Guruge et al. (2001) reportan la existencia de un patron diferencial de



acumulacion de COP'S en 8 especies de albatros estudiadas, relacionada con su
forma de alimentacion, migracién y edad y sefalan que la bioacumulacion de PCB’S
en tejido graso subcutaneo fue mayor en aves maduras en la region sureste del
Pacifico. Karlson et al (2000) reportarcn una concentracion de PCB'S de 3 a 5
veces mayor en tejido hepatico que en musculo en mamiferos marinos, en los
polluelos de gaviota de pico negro del Golfo de Finlandia, mas una visible
degeneracion del higado y otros 6rganos asociada con su alta mortalidad durante
1991-1993.

En aguas del Lago de Chapala y Laguna de Sayula habita el pez Goodea

atripinnis de alimentacién superficial, encontrado en aguas poco profundas, lodosas

y ricas en vegetacion en aguas lacustre. El pelicano blanco que en su migracién

llega a Chapala y a Sayula, se alimenta de este pez, de ahi que al estar expuesto el

pez a los COP’'S, podria presentarse bioacumulacion y biomagnificacion en esta

ave.

Se desconoce si la bioacumulacién por COP'S, representa un riesgo para el
ADN y con ellc se propicie el desarrollo de cancer en los organismos que participan
en la cadena tréfica. o

PRUEBA DEL COMETA ALCALINO

El cancer y los efectos tarotogénicos son algunos de los peligros debidos a la
exposicion de sustancias durantes largos plazos (Montesano y Tomatitis 1977). Por
lo anterior, es.necesario el uso de indicadores biclégicos para evaluar la calidad del
ambiente, por ello, se desarrollaron diferentes sistemas de prueba o biensayos para
detectar dafio genético inducido por agentes quimicos y fisicos en plantas (Graf et
al.,, 1984; Ichikawa, 1992; Grant ef al., 1992; Grant y Salomone, 1994; Grant, 1994,
Alvarez et al,, 2002), en insectos (Graf y Singer, 1992;) y en bacterias (Ames et al.,
1973). Los sistemas de prueba poseen ventajas y desventajas que deben ser
consideradas seriamente para obtener los resultados necesarios para poder evaluar

el riesgo potencial de dichos agentes (Cuadro 2).



Cuadro 2. Se muestra ventajas y desventajas de diversas pruebas que se
utilizan para detectar dafio genético.

*Es . necesario conocer la
‘morfologia de los cromosomas
- de las especies en estudio.

Muy precisa y sencilla

*Muchas especies presentan -
. complejos . -macro . - -
microsémicos .
frizr

B

No siempre se- puede aplicar. ¢
as-células de animales

Una de las més recientes y utilizadas por su eficiencia es la prueba del cometa
alcalino (PCA) desarrollado por Singh en 1988. Esta prueba detecta rompimientos
de las hebras de ADN, entrecruzamiento, sitios alcalinos y sitios de reparacion
incompletos (Alvarez et al, 2003; Belpaeme ef al., 1998; Kammann et al., 2001;
Nacci ef al.; 1996).
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L Sl las células expuestas se someten a electroforesis, los fragmentos del ADN
L ?__migran_'hacia el electrodo negativo (anodo). Cuando se tifie el ADN y se observa al

N : microscopio el tipico cometa ( Fig. 2).

Figura 2. Visualizacion de la tipica célula cometizada, la longitud de la
cauda indica el grado de dafio genético.
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Una ventaja de esta técnica es que permite observar células individuales y se
requieren relativamente pocas. Recientemente este método se utilizd en células de
peces como bioindicador de dafic genético por contaminantes ambientales
{Kammann ef al., 2001; Nacci ef al., 1996), plahtas (Alvarez et al., 2001) y diversos
tejidos humanos (Alvarez et al., 2001) y a Ultimas fechas se le han dado infinidad de
aplicaciones ( Alvarez et al, 2003). En el cuadro 3 se describen los parametros

utilizados en la prueba del cometa alc¢alino.

Cuadro 3. Parametros utilizados en ia prueba del cometa alcalino.

LAGO DE CHAPALA

Importancia biolégica

El lago de Chapala (Fig. 3 a y b) tiene una superiicie total de 7,355.28
Kilbmetros cuadrados, de los cuales 52% aproximadamente corresponden al estado
de Jalisco vy el resto a Michoacan. El lago de Chapala permitié6 una pesca rica,
variada y segura desde afios antes de que la agricultura fuera realmente rentable,
permitiendo un modo de vida estable para los primeros pobladores riberefios
(Guzman, 2003). El lago presenta gran variedad de organismos, una ictiofauna

compuesta por 39 especies agrupadas en nueve familias. De ellas 4 familias y 15
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especies son comerciales Cyprinidae (carpas), con cuatro especies /cfaluridae
(bagres), con tres especies; Atherinidae, con siete especies (incluye a los charales,
con cuatro especies y a los pescados blancos, con tres y finalmente la familia
Ciclidae (tilapia), con una especie. Asimismo el lago, es zona de hibernacion de aves
acuaticas migratpri_as se ha vuelto por demds importante. Se convierte en una de las
pocas alternativ'as"dé’una gran regién del occidente de México. Las rutas migratorias
que liegan al lago 's"_dn parte de la ruta central y del pacifico (que viene de Alaska,
Canada y Estado_s Uhidos). La diversidad de las aves acuati~z nara la zona del lago
de Chapala se estirha en mas de 80 especies (Guzman et al., 2003). Desde el
comienzo del siglo XX el lago sufrié una serie de alteraciones que de manera natural

quiza se hubieran presentado en Iapsbs grandes de tiempo.

Figura 3. (a) Foto de la Laguna de Chapala, (b) mapa del mismo
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Localizacion y extension

La cuenca directa e inmediata del lago de Chapala ocupa en la parte centro-
este del estado de Jalisco y 1a porcion norte-noreste del estado de Michoacan, entre
los 19945’ y 20°55" de longitud norte, 101°60" y 103°00° de longitud oeste.
Comprende la llamada ribera y ciénega de Chapala correspondientes a la cuenca
directa del embalse, asi como las cuencas de los rios Zula al noreste y la del Duero
al sureste, ambas consideradas como cuencas inmediatas, asimismo el Rio Lerma
(Fig. 4) alimenta al Lago de Chapala (naciendo en Lerma, Estado de México, y
desembocando en Chapala para posteriormente fluir como Rio Santiago Hacia San
Blas, Nayarit). (Guzman, 2003).

Figura 4. La cuenca del Rio Lerma, que lleva grandes cantidades de

contaminantes y deshechos industriales al Lago de Chapala
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Sayula

Sayula (Fig. 5 a y b) se encuentra al sur del estado de Jalisco a una distancia
aproximada de 60 Km de la ciudad de Guadalajara. Se halla inscrita dentro de las
coordenadas geograficas 19°54°24°" - 20°10°32"" latitud Norte y 103°27°39°-
103°36°40"" longitud oeste, con una altitud a nivel del mar de 1,350 metros y cuenta
con una superficie aproximada de 16,800 hectareas presentando una longitud de
31.8 km y un ancho promedio de 5.3 km. El vaso pertenece a seis municipios cuyas
cabeceras municipales se encuentran localizadas de la siguiente manera: al
noroeste Zacoalco de Torres (lugar de la piramide), al noreste Teocuitatlan de
Corona (lugar de oro), al este Atoyac (junto al rio), al suroeste Sayula (lugar de las
moscas), y al oeste por Amacueca (lugar de amates) y Techaluta (lugar de las
ardilias).
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Fi.gura 5. Laguna de Sayula. (a) foto, (b) mapa.
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Goodea atripinnis

‘Los peces de la familia Goodeidae son oviparos cyprinodontoides originarios
de la Mesa Central de México (Uyeno et al., 1983). Comprenden aproximadamente
40 a 45 especies, cuafro de estas son encontrados en rios de E.U. y el resto son
de Mexico del alto altiplano y su periferia. La diversidad de Goodeidae se genera de
varios eventos asociados con wulcanismo y orogenia durante el plioceno vy
pleistoceno. Tapatia occidentalis, un fésil, conocido del grupo establece la minima
edad de los Goodeidae en el Mioceno {(Webb y Miller, 1998).

~ En el Lago de Chapala habita Goodea atripinnis (Fig. 6) de alimentacion
superficial en aguas poco profundas lacustres (Torres, 1991). Es un pez omnivoro,
con preferencia por los vegetales en las primeras fases de desarrollo, la cual cambia
en tallas mayores cuando consume crustaceos, también consume en menor
proporcion algas, insectos y rotiferos, entre otros  Su crianza ocurre durante los
meses mas caliente y el nimero de embriones por hembra en promedio es de 19.1
El tamafio en machos es de 7 cm. y las hembras de 14. En el cuadro 4 se presenta
la Taxonomia del Goodea atripinnis.

Figura 6. Goodea atripinnis.
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Cuadro 4. Taxonomia del Goodea atripinnis.

40 ‘especies diferentes entre las cuales"
esta Goodea atripinnis

Pelycanous erytrhorhyncus

Pelycanous erythrorhyncus (pelicano blanco) (Fig. 7) se reproduce en Canada
y Estados Unidos. Migra a finales de septiembre hacia las costas de Florida y de
México regresando al norte por abril. Los adultos pueden consumir méas de 2 Kg de
alimento por dia, su promedio de vida es de 12 a 14 afios. Ambos sexos tienen la
misma apariencia. Los machos, peso promedio de 7 Kg. alcanzando los 13 Kg., son
un poco mas grandes que las hembras. Esta diferencia no es lo suficiente para
poder distinguirlos a simple © vista.
El dnico rasgo caracteristico de esta especie es una cresta cornea que le crece en la
parie superior del pico. Esta cresta se les desarrolla tanto a las hembras como a los
machos, permaneciendo durante la temporada de crianza.
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El pelicano blanco en invierno vuela a los estados costales del Golfo de
México y la Florida. Durante esta época algunos miembros de esta especie
continGian la travesia llegando hasta América Central donde se les han visto en
- Costa Rica y Nicaragua. En Panamé se vio un par de pelicanos blancos en el afio
1984, en la costa de Herrera cerca de Chitré y también en un area cercana de Los
Santos.

Por lo general vuelan sobre tierra pero también hay datos de visitantes a las
islas del Caribe. Una pequefia colonia reside todo el %~ en las costas de Texas.

Estos pelicanos viven en los lagos de agua dulce. En ia Florida y en Texas
también los encontramos en los esteros de agua salubre.

Figura 7. Pelycanous erytrhorhyncus del Lago de Chapala y Laguna de Sayula.
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Cuadro 5. La taxonomia de Pelycanous erytrhorfiyncus.

La familia de los pelicanos esta compuesta de unas diez especies, entre las
cuales, las mas conocidas son el pelicano blanco, el pardo y el peruano.

Agua contaminada para abastecer a la zona metropolitana de Guadalajara

Chapala es el lago mas grande de la Replblica Mexicana y se abastece de
varios rios, especialmente el Lerma--Santiago: Hoy en dia el agua de este embalse
esta invadido de lirio y tule y contaminado por pesticidas (arrastrados por las lluvias
desde los campos de cultivo), aguas de drenajes de distintas poblaciones,
descargas industriales y urbanas entre otros contaminantes a lo largo de la cuenca
(Fig. 8), se encuentran ubicadas una gran cantidad de industrias que, se sabe,
depositan sus residuos el rio. Entre otros contaminantes vertidos existen metales
pesados como: plomo, arsénico y mercurio (Guzman, 2003).
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Figura 8. Miles de peces yacen muertos en la ribera del rio Lerma en el poblado

de Cuatro Milpas, en Guanajuato, por la gran contaminacién.

aho 2006)

La mayor parte del agua de la que se abastece la ciudad de Guadalajara
proviene de Chapala, ésta, al llegar a las plantas potabilizadoras se somete a un
proceso de tratamiento y clarificacion para su posterior distribucién. Sin embargo, el
proceso de cloracién y sedimentacion elimina principalmente la contaminacién
bioldgica pero no la quimica representada por metales pesados, pesticidas, residuos
de tipo industrial entre otros (Guzman, 2003). Al llegar a las plantas potabilizadoras,
se inicia el proceso de cloracién, éste, aungue recomendable, puede provocar la
produccidon de derivados clorados altamente mutagénicos que pueden causar el
desarrollo de cancer estomacal (Alvarez y Santerre, 2001). En la ciudad de
Guadalajara, el efecto mutagénico del agua de consumo publico fue estudiada, pero

no se encontré que los pozos representaran peligro (Alvarez y Santerre, 2001).
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JUSTIFICACION

Los COP'S son un grupo de sustancias con actividad genotdxica,
frecuentemente encontrados como contaminantes en diversos cuerpos de agua
incluyendo los lagos de Chapala y de Sayula. Los COP’S pueden bioacumularse en
los tejidos animales, particularmente en higado, donde podrian entonces ocasionar
dafio genético y cancer. Ademas se sabe que la bioacumulacién es mayor en
animales que se encuentran al final de la cadena tréfica. A la fecha no existen
reportes internacionales sobre la relacidén bicacumulacién-dafic genético en higado
de organismos que habitan. en cuerpos de agua contaminados. La misma situacién
ocurre a nivel nacional. Los datos generados en este tipo de estudios resultan de
relevancia ecolégica y tienen impacto sobre la salud humana, en términos de
informaciény prevencién.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Existe bioacumulacion, biomagnificacién y dafio genético el pez Goodea atripinnis
y el ave Pelycanous erytrhorhyncus, en su tejidos, inducido por COP’S en el Lago

de Chapala y en la Laguna de Sayuila?
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HIPOTESIS

La bicacumulacion de COP’S en los tejidos de Goodea atripinnis y Pelycanous
erytrhorhyncus, induce dafic genético en las especies de ambas lagunas. Este dano
ocasiona un incremento en la longitud de la cauda de los nudcleos hepaticos

cometizados.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion de COP’S en el agua de ambas lagunas, su
bioacumulacion y el dafio genético inducido en higado del pez Goodea atripinnis

y el ave Pelycanous erythrorhyncus.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion de COP’'S en el agua del Lago de Chapala y la
Laguna de Sayuia, en dos épocas del afio (sequia y lluvias) durante los afios 2004
y 2005 .

2. Determinar la concentracién de COP'S en higado de Goodea atripinnis y
Pelycanous erythrorhyncus en el Lago de Chapala y Laguna de Sayula, en dos
épocas del afio, durante los afios 2004 y 2005

3. Estandarizar la técnica de PCA para celulas de higado de Goodea atripinnis y
Pelycanous erythrorhyncus.

4.- Evaluacion del dafio genético de COP'S en higado de Goodea atripinnis y
Pelycanous erythrorhyncus del Lago de Chapala y Laguna de Sayula mediante la

prueba del cometa (PCA).

5.- Relacionar el dafio genético con la concentracién de COP'S en higado de
Goodea atripinnis y Pelycanous erythrorhyncus. '
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METODOLOGIA

Tipo de estudio. Observacional y transversal.

Disefio experimental. Se obtuvieron muestras de agua y tejido hepatico de Goodea
atripinnis y Pelicanous erythrorhyncus del Lago de Chapala y fa Laguna de Sayula.
Se cuantificd la concentracion de COP’S mediante cromatografia de gases. Se
determind, mediante la prueba del cometa, ef dafio genético en este tejido y se
evalud su relaciéon con ia concentracion de COP’S (bioacumulacion). El estudio se
realiz6 en dos épocas del afio (estiaje y luvias) por dos afios. Como testigo negativo
para dafio genético en Gobdea se utilizaron peces juveniles colectados de sitios no
contaminados y colocados en pecera con agua limpia y alimento libre de
contaminantes durante 5 meses. NO fle posible obtener un testigo negativo para

Pelicanous erythrorhyncus, siendo una limitante en el estudio.

Colecta de muestras. Se colectaron 5 ejemplares Goodea atripinnis del lago de
Chapala {Isla Alacranes y Petatan) y 5 de la Laguna de Sayula por época, en dos
épocas del afio {sequia y lluvia) durante 2 afios. Los peces se transportaron vivos al
laboratorio en donde se les extrajo el higado procediendo inmediatamente a la
realizacion de la prueba del cometa. Se colectaron también muestras de agua y se
congelaron a -18° C hasta el momento de su analisis. Para el caso de Pelycanous
erythrorhyncus se colectaron también 8 ejemplares (dos por época) previo permiso
de la SEMARNAT, fueron cazados ccn una escopeta. El higado fue obtenido por
diseccion, se colocd en una bolsa de polietileno con hielo y se transportaron
rapidamente al laboratorio. Una parte se utilizé para los estudios de dafio genético y
ofra para determinacién cromatografica de COP'S
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Determinacion de COP’S agua y en higado de Goodea atripinnis y Pelycanous
eryhtrhorhyncus.

Determinacion de COP’S en aguas. La cuantificacion de realizé por cromatografia
de gases en columna capilar con detector de captura de electron (ECD) para
muestras liquidas y sélidas siguiendo el método 608 y 8080 de la EPA (EPA, 1985.
La extraccién de COP'S de las muestras de agua se realizé6 con diclorometano
(DCM) liquido-liquido. Para su anadlisis se deshidrataron por evaporacion vy
redisolvieron en 5 ml de hexano, finalmente se concentraron a 0.2 ml bajo una suave
corriente de nitrdgeno y se inyecté una alicuota de 1 microlitro del extracto al
cromatografo de gases. Como control negativo del agua se usé agua destilada

sometida al mismo tratamiento.

Determinacion de COP’'S en lejido hepatico de Goodea atripinnis. Una parte del
fejido hepatico se utilizd para determinar la concentracién de COP’S y otra para
evaluar dafio genético. Para el caso de la determinacién de los COP’S el higado se
descongeld, homogenizé y suspendié en 5 ml de hexano, se filtré (poro de 1 micra
de diametro) para evitar que el pesticida diluido se contaminara con
microorganismos (Miller, 1992) y se introdujo al cromatografo estandarizado con el
kit basico para deteccion de compuestos organoclorados y PCB'S de la EPA. Se
realizd en el Departamento de Ingenieria de Proyectos del CUCEI {Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingieneria) de la UdG, De acuerdo al Protocolo
608, de la EPA, 1982, que ahi se maneja.

Determinacion de COP’S en tejidos de Pelycanous erytrhrorhyncus. Para la
extraccion de COP’S de tejido hepatico del pelycanous erythrorhyncus, el higado se
descongeld, homogenizé y suspendié en 5 ml de hexano, se filtrd (poro de 1 micra
de diametro) para evitar que el pesticida diluido se contaminara con
microorganismos (Miller, 1992) y se introdujo al cromatégrafo estandarizado con el
kit basico para deteccion de compuestos organoclorados y PCB’S de la EPA Se
realizd en el Departamento de Ingenieria de Proyecios del CUCEIl (Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingieneria) de la UdG, De acuerdo al Protocolo
608, de la EPA, 1982, que ahi se maneja.
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Preparacion de células. El tejido hepatico de Goodea atripinnis y Pelycanous
erythrorhyncus se lavé con PBS/solucion salina 0.9 %. Para la disociacion celular
se incubd en 10 mi PBS conteniendo 200 mM N-t-butil-alfa-fenilnitrona por 30
minutos. Las células suspendidas se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min. Se quiitd
el sobrenadante y sé resuspendio el peliet conteniendo los ndcleos celulares.

Prueba del Cometa alcalino. Se prepararon dos laminilias por cada pez para micro
electroforesis como describe.Belpaeme et al. (1998). Posteriormenie se colocod en
buffer de lisis fresco y frio por 1 a 2 horas (2.5 M NaCl, 100 mM NazEDTA, 10mM
Tris, 1% N-lauroylsarcosina, 1% Triton —X 100, 10% DMSO. Después de la lisis, se
realizé la electroforesis a 18° C. Se colocé a continuaciéon el buffer para
electroforesis en la camara de electroforesis (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH> 13.
La electroforesis se realizé a 25 V, 300 mA, 10 minutos. Al finalizar la electroforesis,
las laminillas fueron neutralizadas con el buffer 0.4 Molar tris (pH 7.5) e
inmediatamente tefiidas con bromuro de etidio para su observacién en microscopia
de fluorescencia (ZEISS). La observaciéon al microscopio se realizd a 10x, 45x y
100x. Se midi6 la longitud de la cola del cometa de al menos 300 células por
laminilla (en promedio se midieron hasta 600 células). Las laminillas fueron
analizadas por un solo observador para minimizar la variabilidad por este conteo
(Graf et al., 1992).

Analisis estadistico. Se analizaron por lo menos 300 cometas por tejido para
obtener la media de migracion de las caudas cometizadas. Los datos se analizaron
con el programa ESTADISTICA y se utiliz6 el analisis de varianza de una cola
(ANOVA) que compara los resultados del grupo de estudio con los datos de los
testigos de Goodea atripinnis, siendo el caso que no se pudo tener testigo negativo
para el pelicano.
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RESULTADOS

Cuantificacién de los COP’S en muestras de agua del Lago de Chapala y La
Laguna de Sayula en 4 etapas (dos afios: 2004 y 2005). Las concentraciones de
COP’'S en agua se presentan en la tabla 1. Los datos indican muy bajas
concentraciones de COP’S tanto en Chapala como en Sayula, inclusive, por debajo
del limite de resolucion del cromatografo. De la etapa 1 a la 2 las concentraciones de
metoxicloro, 2,4 D y DDT en aguas de Chapala y Sayula se incrementan en
aproximadamente 10 veces la concentracion, pero, las concentraciones de
hexaclorobenceno, heptacloro y epoxido de heptacloro disminuyen notablemente en
la segunda etapa (lluvias) en Sayula. En Chapala el hexaclorobenceno y epéxido de
heptacloro se mantienen en los mismos niveles, no asi heptacloro que disminuye en
la 2° etapa.

El lindano y el clordano, tanto en aguas de Chapala como de Sayula se
mantienen en los mismos niveles, mientras que aldrin y dieldrin se diluyen en la
etapa de lluvias, fendmeno observado en ambos cuerpos de agua. De la etapa 3 ala
4 todos los COP’S se mantienen en las mismas concentraciones tanto en Chapala

como en Sayula.
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Tabla 1. Concentracion de COP’S en muestras de agua def Lago de Chapala y la

Laguna de Sayula a lo largo de 2 afios, 2004 y 2005 (estiajes y lluvias).

Chapala Sayula

2004 2004 2005 2005 2004 2004 2005 2005

Etapa 1, |Etapa 2,|Etapa 3,| Etapa 4, |Etapa 1,|Etapa 2,| Etapa3 Etapa 4,

sequia |lluvias sequia lluvias |sequia |lluvias Sequia lluvias

. 02/2004 | 10/2004 | 05/2005 12/2005 |02/2004 | 10/2004 02-2005 12/2005

COP’S P P P P P P P P
Lindano <0.0023 | <0.0023 |<0.0023 |<0.0023 |<0.0023 |<0.0023 |<0.0023 |<0.0023
Aldrin <0.0004 | <0.00003 |<0.00003 |[<0.00003 |<0.0004 | <0.00003 |<0.00003 |<0.00003
Dieldrin <(0.0005 | <0.00003 |<0.00003 |<0.00003 |[<0.0005|<0.00003 |<0.00003 |<0.00003
Clordano <(0.0003 } <0.0003 |<0.0002 |<0.0003 [<0.0003|<0.0003 [<0.0002 [<0.0003
DDT <0.0006 | <0.001 <0.001 <0.001 <0(.0006 | <0.001 <0.001 <0.001
Hexacloroben | <0.0001 | <0.0001 <0.001 <0.001 <0.0001 | <0.00001 |<0.001 <0.001
ceno
24D <0.002 |<0.05 <0.03 <0.03 <0.002 }<0.05 <0.03 <0.03
Heptacloro <0.0005 | <0.00001 |<0.00003 |<0.00003 |<0.0005 ;j<0.00003 |0.00003 |0.00003
Epoxido de <0.0004 | <0.0003 <{.0004 | <0.00003
Heptacloro .
-| Metoxicloro | <0.0022 | <0.02 <0.02 <0.02 <0.0022 |<0.02 0.02 0.02
P promedio de las regiones 1 y 2 en partes por millén

Cuantificacion de COP’S y evaluacion de dafio genético en higado de Goodea

atripinnis del Lago de Chapala y la Laguna de Sayula.

Los datos de la cuantificacion de COP’S vy la evaluacion del dafo genético en

higado de Goodea atripinnis se presentan en las tablas 2 y 3. En la etapa 1, sequia
2004 (tabla 2), no existe diferencia en la concentracién entre higado de peces de
Chapala y Sayula, a excepcion del 2,4 D cuya concentracion esta 10 veces mas alta
en Chapala.

Medicién de caudas

La media de ‘migracién de las caudas en nucleos hepaticos de los peces del Lago
de Chapala fue mayor que las correspondientes en Sayula y ambas fueron mayores
a la del testigo negativo. La comparacion de la longitud de los cometas de ambos
sitios respecto al testigo negativo mostré diferencias estadisticamente significativas
(P < 0.01).
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Tabla 2. Concentracién de COP’S en higado de Goodea airipinnis del lago de
Chapala y Laguna de Sayula en fa etapa 1 (sequia del 2004). Se presenta también fa
migracion promedio de la cauda del cometa y en la parte inferior su comparacion

estadistica.
MEDIA DE PROMEDIO DE LA CONCENTRAQIGN
MIGRACION DE LAS DE COP’'S EN PARTES POR MILLON EN
CAUDAS EN MICRAS TRES DIFERENTES MUESTRAS DE

TEJIDO

<0.0025

‘Hepatocitos de -

.Gogdea atripinnis de <:0:0002
Laguna de : <0.0008
_Sayula <0.0003

<0 00005 )
<0.002
<0 0008

HGS Higado Goodea atripinnis Sayula
HGCH Higado Goodea atripinnis Chapala
n Tamaro de la muestra (numero de cometas anzlizados)

En la etapa 2 (fabla 3) no existen diferencias en la concentracion de COP'S
entre higado de peces de Chapala y Sayula. La media de migracion de las caudas
en nlcleos hepaticos de peces de la Laguna de Sayula es mayor que en el caso del
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Lago de Chapala. La comparacion de la longitud de los cometas mostré diferencias
estadisticamente significativas para Sayula (P < 0.01) pero no para Chapala.

Tabla 3. Concentracion de COP’S en tejidos de Goodea atripinnis del Lago de
Chapala y la Laguna de Sayula en la etapa 2 (lluvias del 2004}. Se presenta también la

migraciéon promedio de la cauda del cometa y su comparacion estadistica en la parte

inferior.
MEDIA DE PROMEDIO DE LA CONCENTRACIC')N DE
M[GRACION DE LAS COP’S.EN PARTES POR MILLON EN TRES
CAUDAS EN MICRAS g DIFERENTES TEJIDOS

'HGS H gado de Goodea atnpmn s Sayula
HGCH ngado de Goodea atripinnis Chapala
n Tamafio de la muestra {ndmero de cometas analizados)

En la etapa 3 (tabla 4) no existen diferencias en la concentracién de COP’S entre
higado de peces de Chapala y Sayula. La media de migracion de las caudas en
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nticleos hepaticos de peces de {a Laguna de Sayula es menor que en el caso del
Lago de Chapala. La comparacion de la longitud de los cometas mostré diferencias
estadisticamente significativas para Sayula (P < 0.01) pero no para Chapala.

Tabla 4. Concentracion de COP'S en tejidos de Goodea atripinnis de Chapala y
Sayula en la etapa 3 (sequia 2005). Se presenta también la migracion promedio'de la

cauda del cometa y su comparacion estadistica en la parte inferior.

MEDIA (X) PROMEDIO DE LA CONCENTRACION DE COP'S
COMETA EN PARTES POR MILLON EN DIFERENTES
MIGRACION EN . TEJDOS
MICRAS

_ijdano

CAMdrn

' .-Dieldnn
'Clordano

o exac!orobenceno

n100 ";-.;Heptactoro
S . Epoxido de heptacloro
"Metoxlcloro

'NO SIGNIFICATIVA

"NEGATIVO

HGS Higado de Goodea atripinnis Sayula
HGCH Higado de Goodea atripinnis Chapala
n Tamafio de la muestra (nimero de cometas analizados)
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En la etapa 4 (tabla 5) no existen diferencias en la concentracion de COP'S
entre higado de peces de Chapala y Sayula. La media de migracion de las caudas
en nlcleos hepaticos de peces de la Laguna de Sayula es menor que en el caso del
Lago de Chapala. La comparacion de la longitud de los cometas mostré diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.01) para Chapala pero no para Sayula.

Tabla 5. Concentracion de COP'S en tejidos de Goodea atripinnis de Chapala y
Sayula en la etapa 4 (lluvias 2005). Se presenta también la migraciéon promedio de la
cauda del cometa y su comparacién estadistica en la parte inferior.

MEDIA (X) o '._‘;'PROMEDIO DE LA CONCENTRACION DE COP'S

%ﬁf’ |

HGS Higado de Goodea atripinnis Sayula
HGCH Higado de Goodea atripinnis Chapaia
n Tamafio de la muestra (niimero de cometas analizados)
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Cuantificacion de COP'S en higado y evaluacion de dafio genético de
Pelicanous erythrorhyncus del Lago de Chapala y la Laguna de Sayula.

En la etapa 1, sequia 2004 (tabla 6) no existe diferencias en la concentracién
COP'S entre higado de pelicano de Chapala y Sayula.

La media de migracion de las caudas en nucleos hepaticos de pelicanos del
Lago de Chapala resulté notablemente superior a la correspondiente en Sayula. La

comparacion de la longitud de los cometas mostré diferencias estadisticamente
significativas (P< 0.001).

Tabla 6 Concentracion de COP’'S en tejidos de Pelycanous erytrhorhyncus de
Chapala y Sayula en la etapa 1 (sequia 2004). Se presenta también la migracion
promedio de la cauda del cometa y en la parte inferior su comparacion estadistica.

MEDIA ( X} PROMEDIO DE LA CONCENTRACION DE COP’S
COMETA EN PARTES POR MILLON EN TRES DIFERENTES
MIGRACION EN TEJIDOS - '

MICRAS

:Metoxicloro.

Lindano - o <0.0030
.Aldrin R <0.0005 _
Dieldrin T e <0.0006.
“+Clordano - :30 7 <0.0004 -
DDT 0 e :<0.0007 © -
‘Hexaclorobendgno ™= <0.0002° < .
24D <0003 -
€ 2. <0.0004
> - <0.0005°

<0.0027 |
o

"HPS Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Sayula
HPCH Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Chapala

n Tamafio de la muestra {(numero de cometas analizados)
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En la etapa 2, lluvias 2004 (tabla 7) no existen diferencias en ia concentracion
de COP'S entre higado de pelicano de Chapala y Sayula con excepcién de
hexaclorobenceno y epoéxido de heptacloro cuya concentracion es mayor en
Chapala. La media de migracidén de las caudas en nlcleos hepaticos de la Laguna
de Sayula es menor que en el Lago de Chapala. La comparacién de la longitud de

los cometas mostré diferencias estadisticamente significativas (P< 0.001).

Tabla 7. Concentracion de COP'S en tejidos de Pelycanous eritrhorhyncus de
| Chapala y Sayula en la etapa 2 (lluvias. 2004). Se presenta también la migracion

promedio de la cauda del cometa y su comparacién estadistica en la parte inferior.

| ‘CONCENTRACION DE COP'S

: SRRttt o (X) .  PROMEDIO DE LA CONCENTRAC
: oo o T TA - EN PARTES POR MILLON EN- DIFERENTES

HPS Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Sayula
HPCH Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Chapala

n Tamario de la muestra (nimero de cometas analizados)

. En la etapa 3, sequia 2005 (tabla 8), no fue posible la determinacion de las
concentraciones de COP’'S en higado de pelicanos debido a extravio de datos, sin

¢ embargo, si se cuantificod el dafio genético. La media de a migracion de la cauda de
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hepatocitos para el caso del Lago de Chapala fue superior (47.39 micrémetros) ala
de Sayula (34.86 micrémetros) y la comparacién de la longitud de los cometas
mostré diferencias significativas (P < 0.001).

Tabla 8. Concentracion de COP'S en tejidos de Pelycanous erytrhorhyncus del
Lago de Chapala y la Laguna de Sayula en la etapa 3 (sequia 2005). En la parte inferior
se presenta también la migraciéon promedio de la cauda y la comparacion estadistica
entre ambas. |

MEDIA (X) PROMEDIO DE LA CONCENTRACION DE COP’S
COMETA EN PARTES POR MILLON EN TRES DIFERENTES
MIGRACION EN . TEJDOS
 MICRAS

= Heptacloro :
: -Epéxldo de heptacforo
' Glol

HPS Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Sayula
HPCH Higado de Pelycancus erythrorhyncus de Chapala
n Tamafio de la muestra (nimero de cometas analizados)

En la tabla 9, etapa 4 (lluvias 2005) no existen diferencias en la concentracién de
COP’S entre higado de pelicano de Chapala y Sayula. La media de migracion de
las caudas en nficleos hepaticos en la Laguna de Sayula es ligeramente superior
respecto al Lago de Chapala. La comparacion de la longitud de los cometas no

mostréd diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 9. Concentracién de COP’S en tejidos de Pelycanous erytrhorhyncus
de Chapala y Sayula en la etapa 4 ({lluvias 2005). En la parte inferior se

presenta también la migracion promedio de la cauda y su comparacion

estadistica.
MEDIA (X) . PROMEDIO DE LA CONCENTRACION DE COP'S -
COMETA EN PARTES POR MELLON EN TRES DIFERENTES

MIGRACIéN EN .. ' TEJIDOS

HPS Higado de Pefycaonus erythrorhyncus de Sayula
HPCH Higado de Pelycanous erythrorhyncus de Chapala

n Tamafo de la muestra (nUmero de cometas analizados)

La comparacién por lugar de COP’S en tejido hepatico en Goodea atripinnis:
Chapala-Sayula de los niveles de COP’S muesira concentraciones similares en
cada una de las etapas, salvo para ia etapa 1 en Chapala donde se incrementa la
concentracion de 2, 4 D. Sin embargo, la comparacién por etapas muestra un
comportamiento diferenciado en la concentracién. De la etapa 1 a la 2 tanto en
Chapala como en Sayula aldrin, dieldrin, heptacloro y epdxido de heptacloro se
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diluyen en época de lluvia, pero DDT, 2, 4 D y metoxicloro se concentran. En las
siguientes etapas tienden a mantener valores similares a la segunda etapa.

No se observa relacidon dafio genético-época del afo, sin embargo, el dafo
genético resulta, en la mayoria de los casos, superior en Chapala con excepcion de
la etapa 2. Al mismo tiempo el dano genético observado para ambos embalses es
superior al observado para el testigo negativo con excepcién de la tercera etapa.

En cuanto a Pelycanous erytrhorhyncus la comparacion por lugar: Chapala—
Sayula muestra concentraciones similares en cada etapa, excepto para la etapa 2
donde hexaclorobenceno y hepbéxido de heptacloro se encuentran mas concentrados
en Chapala. La concentracion por etapas muestra también un comportamiento
diferenciado, simitar a lo observado para Goodea atripinnis y el dafio genético fue
superior para todos los casos en Chapala.
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DISCUSION

Los COP'S, son sustancias quimicas que provocan dafio al ADN vy
enfermedades como cancer (Fahring, 1974; Pool et al.,1977; Guillette, 1994; Guruge
et al., 2001 y Lombardi, 1998). Algunos COP’S como los plaguicidas organoclorados
(DDT, HCH, lindano, clordano, heptacioro, metoxicloro, toxafeno, aldrin y dieldrin)
contaminan las aguas subterraneas y superficiales en México (Martinez, 1994).

En el presente estudio se detecté y cuantificd la presencia de DDT, HCH, lindano,
clordano, metoxicloro, toxafeno, eldrin, y dieldrin, en aguas de el Lago Chapala y la
Laguna de Sayula (Tabla 1). Estos datos concuerdan con lo reportado pbr Martinez
(1994) y confirman el extensivo uso de estos agroquimicos en Jalisco y estados
vecinos y el riesgo de exposicion a plaguicidas a través de los cuerpos de agua
dulce como lo reporté Jiménez (2001).

El aumento en la concentracion de 2,4 D, DDT y metoxicloro (Tabla 1) de la 12

~etapa a la 2% etapa, tanto en Chapala como en Sayula, confirma que estos son

arrastrados durante la temporada de lluvias como fue sefialado anteriormente (Buck,
1982 ; Cooke, 1982),

La disminucién de la concentracién de heptacloro, aldrin y dieldrin de la 12 a la 22
etapa en los mismos embalses indica que ellos estan presentes en forma residual y
se diluyen con la entrada de agua de las lluvias, similar comportamiento para ambos
casos se observd para el caso de COP’S en higado tanto de peces como de
pelicanos. Se confirma que ya no se utilizan con fines agricolas y que su existencia
se debe a que duran de 25 a 40 afios en el ambiente (persistencia) (Pietrapiana et
al., 2002). El epéxido de heptacloro disminuyd durante las lluvias sélo en Sayula
indicando dilucién y persistencia. Las mismas concentraciones de lindano y clordano
de la 12 a la 22 etapa en los dos cuerpos de agua se deben, probablemente, a una
concentracion cercana al limite de resolucién del cromatégrafo utilizado.

Los COP'S pueden ser absorbidos o retenidos en los tejidos grasos de los
animales (Pietrapiana et al., 2002} bioacumulandose incluso miles de veces respecto
a las condiciones ambientales (Guillete, 1994), situacidon no observada en el
presente trabajo. El analisis de COP'S en el higado de Goodea atripinnis de
Chapala y Sayula de la 1* y 22 etapa (tablas 2 y 3) mostré que los COP'S estan en
concentraciones similares en la etapa 1 a excepcién del 2,4 D cuya concentracion es

10 veces superior (0.02 ppm ) en Chapala con respecto a Sayula (0.002 ppm) y mas
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concentradas que los. mas altos niveles encontrados en el agua de Chapala (0.05
ppm) y Sayula (0.05 ppm) indicando bicacumulacién.

Las concentraciones de COP'S de peces de Chapala y Sayula para la etapa 2 no
mostraron diferencias, sin embargo, se observé un fuerte impacto por la época en
Chapala: En la 22 etapa aldrin, dieldrin, heptacloro y epéxido de heptacloro parecen
diluirse mientras que metoxicloro, DDT y 2,4 D se incrementaron durante la lluvia.
Para Sayula se observd un comportamiento de estas sustancias muy similar a de
Chapala. Este comportamiento se asemeja a lo encontrado en los COP'S de aguas
(tabla 1). Lo anterior podria indicar que si bien la bicacumulacion existe esta no
necesariamente es definitiva (Cooke, 1982). Las concentraciones de COP’'S en
higado de Goodea atripinnis y Pelicanous erythrorhyncus resultaron muy similares
{muy bajos) quiza porque los niveles estuvieron cerca de! limite de resolucion del
cromatografo pero suficientes para observar los cambios.

Una sustancia se considera mutagénica cuando dafia el ADN y carcinégenica
cuando al afectar a una poblacién, cuyos organismos no han sido expuestos a ella
con anterioridad y hay un aumento estadisticamente significativo de alguna forma de
neoplasia (crecimiento celular anémalo) (Zufiga, 2001). La PCA permite medir el
rompimiento en el ADN, detectar sitios sensibles al alcali en células de mamiferos y
algunas plantas (Alvarez, 2001) y es muy empleada ya que es rapida, simple y
sensible.

La comparacion de la migracién media de las caudas de nucleos hepdéticos de
Goodea atripinnis de Chapala y Sayula con respecto al testigo negativo en la 12
etapa mostré diferencias estadisticamente significativas (P<0.01). Similar
comportamiento se observd para la 2% etapa para Sayula no asi para Chapala. Lo
anterior indica la presencia de agente(s) con actividad genotdxica; la mayor
concentracion de 2,4 D en Chapala en la etapa 1 hace a este agente “sospechoso”
de inducir e! dano genético,este hecho se refleja en una mayor migracién.

En la etapa 2 también existe diferencia estadisticamente significativas entre
hepatocitos de peces de Sayula y el testigo negativo no asi para peces de Chapala.
En esta ocasion la presencia de 2,4,D fué identica en ambos lugares lo que indica la
presencia uno o mas agentes genotoxicos diferentes a los estudiados en este

trabajo.
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CONCLUSIONES

1 Las concentraciones de COP’'S en aguas y tejidos hepaticos de
Goodea atripinnis y Pelycanous erythrorhyncus de Chapala y Sayula

son muy bajos.

2 A través del (PCA) se puede afirmar que existe dafio genético en

células hepaticas de peces y pelicanos de Chapala y de Sayula.

3 No se detecté bioacumulacion de COP’S.
4 El dafio genético no necesariamente se atribuye a los COP’S.
5 Algunos COP’S son arrastrados por las lluvias concentrandose en

los cuerpos de agua, otros al parecer, ya no son empleados y se
encuentran en forma residual en estos embalses y se diluyen con la llegada

de aguas.
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