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RESUMEN: Cuarenta y ocho ejemplares del erizo verde Lytechinus variegatus, se sometieron a concentraciones subletales
(0%, 1%, 3% y 5%) de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores fuera de borda (FALUMFB), mediante un bioensayo
de toxicidad aguda de 96 h. Se midio el tiempo de retencion de rojo neutro y se aplicaron las pruebas de presencia de microntcleos
(MN) y ensayo cometa. Se considero la respuesta in situ en cuatro localidades de la bahia de Mochima, durante la temporada seca y
lluviosa, alternadas con las temporadas de alta y baja afluencia de turistas en un periodo de un afo (entre 2013 y 2014). Los resultados
citotoxicos 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 genotoxicas detectaron mayor presencia de MN
en las células de organismos sometidos al 5% de FALUMFB (H=20,01 y P<0,001) luego de 96 h (H=14,78 y P <0,001); con presencia
de cometas tipol (H=15,017 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 temporada seca con mayor afluencia de turistas, hubo dafio significativo a distintos niveles celulares en
L. variegatus, similares todas las localidades. Posiblemente las concentraciones de FALUMFB en la bahia de Mochima sean minimas
y no generen alteraciones en la biota

Palabras clave: erizo verde, dafios al ADN, contaminacion, bahia de Mochima.

ABSTRACT: 48 specimens of the green hedgehog Lytechinus variegatus were subjected to sublethal concentrations (0%, 1%,
3% and 5%) of the aqueous fraction of lubricants used for outboard motors (FALUMFB), by means of an acute toxicity bioassay of
96 h. Neutral red retention time was measured and the micronucleus (MN) and comet assay tests were applied. The in situ response
was considered in four locations in the bay of Mochima, during the dry and rainy season, alternating with the seasons of high and low
tourist influx in a period of one year (between 2013 and 2014). The cytotoxic results indicated a similar response in the individuals for
all concentrations of the contaminant, with significant differences in relation to the exposure time (H=10.76 and P<0.01). Genotoxic
tests detected a greater presence of MN in the cells of organisms subjected to 5% FALUMFB (H=20.01 and P<0.001) after 96
h (H=14.78 and P<0.001); with the presence of type 1 comets (H=15.017 and P<0.01), type 2 (H=9.59 and P>0.05) and type 3
(H=15.85 and P<0.01). The responses measured in situ determined that during the dry season with the highest influx of tourists, there
was significant damage at different cellular levels in L. variegatus, similar to all localities. Possibly the concentrations of FALUMFB
in the bay of Mochima are minimal and do not generate alterations in the biota

Keywords: green hedgehog, DNA damage, pollution, Mochima bay

INTRODUCCION

Los erizos son organismos exclusivamente marinos
y estan dotados de una capacidad limitada de la
locomocion, lo que justifica su uso como biosensores

ambientales (CoTEUR et al. 2003) y como posibles
organismos modelo, que pudiesen dar respuesta a

la incertidumbre de los efectos perjudiciales de los
lubricantes usados de motores fuera de borda. Por todos
estos motivos, en este estudio, se utilizo el erizo verde
Lytechinus variegatus (Echinodermata: Echinoidea),
por ser considerado como una de las especies bentonicas
con mayor valor de constancia y abundancia en la bahia
de Mochima (HipaLGo ef al. 1999).
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Minimizar la liberacion a los mares de sustancias
de origen antropogénico es importante y Venezuela
no escapa a la contaminacion del medio marino (LAREZ
et al. 2004; AMUNDARAIN 2019). La bahia de Mochima
junto con el Golfo de Santa Fe, constituye parte de la
zona marino-costera del Parque Nacional Mochima de
gran actividad turistica, donde el medio principal de
transporte son los botes con motores fuera de borda;
cuyo constante transito, promueve el riesgo de liberacion
de aceite y combustible en la columna de agua.

Dafios citotoxicos y genotoxicos inducidos por
concentraciones subletales de sustancias quimicas a
través del uso de bioensayos; son herramientas utiles
en evaluaciones ecotoxicologicas cuyos protocolos
cuantitativos y altamente sensibles, generan una
respuesta a corto plazo sobre el efecto de compuestos
toxicos (UrIBE 2008; 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 del Rojo Neutro (TRRN), basado en la
capacidad que tienen los lisosomas de células viables
para retener el colorante, visualizado a través de
microscopia Optica (ANTON 2011). Esta técnica ha sido
utilizada para demostrar el dafio inducido por diferentes
contaminantes en el crustaceo Limanda limanda (Lowg
et al. 1992); en el equinodermo Asterias Rubens y los
bivalvos: Mytilus edulis (CANTY et al. 2009) y Pinctada
imbricata (ANTON 2011).

Las microlesiones en el material genético se han
evaluado por dos técnicas ampliamente utilizadas: el Test
de Micronucleos (MN) y el ensayo Cometa. El primero
estd considerado como un ensayo practico, util para
evaluar la inestabilidad genética inducida por agentes
genotoxicos, universalmente validada y accesible
tecnologicamente (ZALACAIN et al. 2005). Se ha aplicado
ésta técnica en Perna viridis (Stu et al. 2004); Mytilus
galloprovincialis (TALEB et al. 2007) Mytilus edulis y
Asterias Rubens (CANTY et al. 2009).

El ensayo cometa esta basado en la migracion de
fragmentos provenientes de la ruptura del ADN, que dan
la apariencia de la cola de un cometa y es utilizado para
evaluar lesiones (ZHu et al. 2005). Esta técnica se ha
empleado en los bivalvos Cassostrea virginica (NAccI
et al. 1996), Mytilus galloprovincialis (LAFFON et al.
2006), M. edulis y la estrella de mar 4. rubens (CaNTY
et al. 2009).
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Esta investigacion evalu6 la respuesta de L.
variegatus a niveles citotoxicos y genotoxicos, de la
fraccion acuosa de lubricantes usados de motores fuera
de borda (FALUMFB) en bioensayo de toxicidad aguda
y en un monitoreo espacio temporal en la bahia de
Mochima, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de organismos

La colecta de las unidades experimentales tuvo lugar
en la bahia de Mochima, dentro del Parque Nacional
Mochima, en la vertiente norte de la cordillera de la
costa nororiental de Venezuela; 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? de la costa. Cuatro
localidades fueron seleccionadas para la realizacion
del estudio in situ: Mangle Quemao (MQ), Isla Larga
(IL), Sene Vaquira (SV) y Cercanias de la Estacion
de Investigaciones Marina Mochima, adscrita a la
Fundacion IDEA (Fig. 1). Los muestreos se realizaron
en consideracion a la temporada seca (2013-2014)
y lluviosa; alternados con la afluencia de turistas,
distribuyendo los muestreos de la siguiente manera:

1. Diciembre 2013: Temporada seca con alta
afluencia de turistas.

2. Marzo 2014: Temporada seca con baja afluencia
de turistas.

3. Mayo 2014: Temporada lluviosa con baja
afluencia de turistas.

4. Agosto 2014: temporada lluviosa con alta
afluencia de turistas.

Los organismos fueron colectados de forma manual,
tanto para los ensayos de laboratorio como para la
deteccion in situ y seleccionados de acuerdo a su talla (7
a 8,50 cm de longitud total), diametro (4 a 5 cm) y peso
(150 a 200 g). Los ejemplares destinados al bioensayo
y las muestras del estudio in situ (refrigeradas) se
trasladaron hasta el laboratorio de Genética del Instituto
Oceanografico de Venezuela.

Obtencion de la FALUMFB

La FALUMEFB fue obtenida a partir de una mezcla
de aceite usado de motores fuera de borda (200 ml) y de
agua de mar filtrada (1800 ml) en una relacion 1:9 v/v;
mantenida en agitacion constante durante un periodo
de 24 horas a temperatura ambiente; posteriormente la
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mezcla resultante fue dejada en reposo durante una hora.
Por separacion diferencial con un embudo rudimentario,
se colectd la fraccion acuosa, empleada como solucion
patrén (100% v/v), al descartar la capa mas densa de
aceite (ANTON 2011).

Bioensayo de toxicidad aguda

Ejemplares de L. variegatus adultos fueron
aclimatados durante una semana previa al bioensayo, en
acuarios de 40 | de capacidad, con agua de mar filtrada
(salinidad 36 %o; pH 7,6 + 0,2; temperatura 25 + 1 °C) y
aireacion constante.

A vpartir del CL, calculado (6,24%) para la
FALUMEFRB, fueron establecidas las dosis subletales (0,
1, 3 y 5%), para determinar dafios a distintos niveles
celulares en los celomocitos del erizo verde. En acuarios
rectangulares de 6 1 de capacidad, se expusieron 48
organismos (6 individuos en cada acuario, con una
réplica) a las diferentes concentraciones establecidas,
con aireacion constante durante 96 h y fue realizada la
extraccion interdiaria de hemolinfa a las 0, 48 y 96 h en
los organismos expuestos. La extraccion de la hemolinfa
se realiz6 mediante puncion directa a la region oral de
cada erizo, con ayuda de una jeringa hipodérmica, con la
que se extrajo cuidadosamente 5 ml del fluido celomico,
almacenado en tubos de ensayo de 20 ml de capacidad,
con buffer ISO-EDTA.

La hemolinfa se centrifugé a 800 rpm, durante 5 min,
a fin de concentrar los celomocitos del fluido inicial. El
precipitado se lavo y resuspendié 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.

Deteccion in situ

Fueron capturados diez organismos en cada una de
las cuatro localidades, por muestreo temporal realizado
(para un total de 160 individuos). La hemolinfa extraida
fue resguardada en tubos de ensayo con buffer ISO-
EDTA en una relacion 1:3.

Viabilidad celular (VC)

Mediante la tincion con azul Tripano fue
posible establecer la diferenciacion entre células
viables (transliicidas) y no viables (teiidas de azul),
determinandose el porcentaje de viabilidad celular.
Una suspension de celomocitos de 25 pl se mezclo
con una solucién al 0,4 % de colorante (25 pl). Las

células se observaron por microscopia optica a 40X. Se
uso6 la camara de Neubauer para contar el numero de
células viables y concentracion celular total (expresada
en porcentaje).

TRRN

Se prepard una solucion madre con 20 mg del
colorante rojo neutro (Sigma Chemical, St. Louis) en 1
ml de dimetil sulféxido (Lowe & PipE 1994); a partir de
la cual se obtuvo la solucién de trabajo, de la que se
tomaron 10 pl de la solucién madre del colorante y 5 ml
de agua de mar con EDTA.

Se colocaron 10 pl de hemolinfay 10 pl de la solucion
de trabajo en una camara de Neubauer. Las muestras
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Fig. 1. Ubicacion geografica 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 (IDEA).
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fueron observadas a 40X en un microscopio optico, para
identificar las células que presentaron una coloracién o
pigmentacion roja en el citosol como células dafiadas.
El TRRN se estim6 por conteo manual cada 5 min de
la poblacion celular hasta que el 50 % de la misma se
tifiera de rojo.

Test de Micronucleos (MN)

Se aplicéd el método descrito por Jua (2004), con
algunas  modificaciones, fueron cuidadosamente
extendidos 200 pl de hemolinfa sobre una lamina
portaobjetos y dejadas secar al aire durante 30 min;
posteriormente el frotis fue fijado en metanol por 15
min y luego tefiido con Giemsa (diluido al 5 % en
buffer fosfato) durante 20 min. El exceso de colorante
se elimind por lavado con agua destilada. Una vez secas
las laminas se examinaron bajo el microscopio para
observacion de MN en 1 000 células.

Ensayo cometa

Fue utilizada la metodologia del ensayo cometa
propuesta por SINGH ef al. (1988). El conteo de cometas
se realizo segun el tamafio de la cola por clasificacion
visual, recomendada por Corrins (2004). El método
clasifica el nivel de dafio a la célula en cuatro categorias
que van de cero (células sin migracion) a cuatro (casi
todo el ADN en la cola); basado en la migracion de
fragmentos provenientes de la ruptura del ADN durante
la electroforesis, lo que origina la apariencia de la cola
de un cometa.

Analisis Estadistico

En el bioensayo de toxicidad aguda y el estudio
in situ, se estimaron y compararon dafios a distintos
niveles celulares en celomocitos mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal Wallis, ya que los datos
no cumplieron con los supuestos de normalidad, de
acuerdo a lo establecido en SokaL & RonLr (2009).
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
Statgraphics Centurion.

RESULTADOS
Bioensayo de toxicidad aguda

La proporcion viable de células del erizo verde se
mantuvo sobre el 80 %, en todas las concentraciones
utilizadas durante las 96 h de exposicion. No se obtuvieron
diferencias significativas entre las concentraciones
aplicadas (H= 6,84 y P> 0,05) y el tiempo de exposicion
(H=4,05y P> 0,05).
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Se observaron diferencias significativas respecto
al TRRN en celomocitos; en relacion al tiempo de
exposicion al contaminante (H=10,76 y P<0,01) (Fig.
2), indistintamente de la concentracion de FALUMFB
aplicada (H=5,24 y P> 0,1), durante las 96 horas de
exposicion a dosis subletales del contaminante.

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.

La presencia de células micronucleadas evidencid
dafio significativo en el material genético a nivel de
los celomocitos durante las 96 h de exposicién a la
FALUMFB. Se observo una respuesta similar entre los
individuos expuestos al 1 % y 3 % del contaminante;
mientras que, en los expuestos al 5 % del xenobiotico,
fue evidente un incremento en la recurrencia de
microntcleos (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 %o MN (Fig. 3).

Tras la exposicion del erizo verde a la FALUMFB
durante 96 h, se observd la disminucion de nucleos
integros a medida que aumentd la concentracion del
xenobiotico (H=14,23 y P <0,01), con un concomitante
incremento de nucleos con estelas de ADN de diferentes
longitudes y con diferencias significativas a partir de la
exposicion a la concentracion del 1% del contaminante,
con 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) (Fig. 4).
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Fig. 2. Tiempo de Retencion de Rojo Neutro en celomocitos de

L. variegatus, expuesto a distintas concentraciones subletales de
FALUMFB durante de 96 horas.
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Deteccion in situ

Los organismos mostraron una viabilidad celular
optima para todas las localidades y las distintas
temporadas del afio; sin diferencias significativas para
el factor localidad (H=0,68 y P > 0,05), sin embargo,
altamente significativas para la época del afio (H=28,60
y P<0,001).

Durante la  temporada  seca  disminuyo
considerablemente el nimero de células viables, cuando
la afluencia de turistas fue mayor, con apenas un 79,06
% de VC en Isla Larga. En contraste, al disminuir la
presencia de turistas se incremento el nimero de células
vivas, con membranas integras, en un 90,52 % VC en
la localidad Sene Vaquira. En la temporada lluviosa se
observaron valores intermedios de celomocitos vivos en
comparacion con los de la temporada seca, que estuvo
entre 81,69 % y 88,78 % durante baja y alta afluencia de
turistas respectivamente (Fig. 5).

El analisis estadistico no revelé diferencias
significativas para el TRRN en los celomocitos, entre
las cuatro localidades de la bahia de Mochima (H= 1,24
y P>0,05). Para el tiempo de retencidon del colorante y
la época del afio las diferencias si fueron significativas
(H=94,79 y P<0,01) considerandose la temporada con
alta afluencia de turistas aunada al tiempo de sequia, el
periodo de mayor estrés citotoxico para L. variegatus;
reflejado en la disminuciéon de su capacidad para
retener el rojo neutro a 4 min aproximadamente;
mientras que, durante la época de lluvia el TRRN
alcanz6 21,4 min cuando fue temporada alta de
concurrencia turistica (Fig. 6).

En celomocitos no se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de MN entre localidades
(H=3,27 y P> 0,01) mientras que entre temporada la
diferencias si fueron significativas (H=8,80 y P <0,01),
aun cuando el nimero de anomalias no excedia a dos
c¢lulas micronucleadas por cada 1 000 registradas.
La mayor incidencia de MN se presentd durante la
temporada seca (Fig. 7), cuando la afluencia de turistas
fue mayor (alta/seca), con un valor de 2 %o en la localidad
de Mangle Quemao (MQ).

La comparacion estadistica de los distintos tipos
de danos del ADN, entre las distintas localidades
y temporadas, arrojo diferencias significativas con
cometas tipo 0 (H=13,72 y P< 0,01), tipo 1 (H=11,35y
P<0,01) y tipo 2 (H=18,13y P<  0,01), s6lo durante
la temporada seca cuando la afluencia de turistas fue
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Fig. 3. Microntcleos en celomocitos de L. variegatus, expuesto a
concentraciones subletales de FALUMFB en condiciones controladas,
durante de 96 horas.
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Fig. 4. Numero de cometas en celomocitos de L. variegatus, de acuerdo
al tipo de cometa, por exposicion a dosis subletales de FALUMFB en
condiciones controladas, durante de 96 horas.
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Fig. 5. Viabilidad celular in situ 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/seca, baja/seca, baja/lluviosa y alta/Iluviosa.
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mayor, especificamente en la localidad de Mangle
Quemao (Fig. 8), con disminuciéon en el ntimero de
cometas tipo cero.

DISCUSION
Bioensayo de toxicidad aguda

El test de viabilidad celular es una prueba basica
que permite estimar la calidad de las células con las
que se esta trabajando, de alli su importancia como
parametro para continuar con otros ensayos. Estudios
previos sobre moluscos bivalvos, en los que se ha
empleado lubricantes usados disueltos en agua de mar,
han arrojado un porcentaje de células viables similar a
los obtenidos en el erizo verde. En hemocitos de Lima
scabra, se ha estimado el porcentaje de viabilidad entre
88 y 97% (SAncHEZ 2008). Por su parte, ANTON (2011)
encontrd viabilidad celular entre 88 y 94% en hemocitos
de Pintada imbricata; mientras que, ZAPATA et al. (2012)
determinaron la viabilidad celular en hemocitos de
Perna viridis, con promedios similares entre 78,50 y
89,40%.

Los valores reducidos del TRRN al alcanzar el 50%
de células dafiadas estan asociados al deterioro de las
membranas lisosomales (Lowe & PipE 1994), producto
de la exposicion de los organismos a la FALUMFB.
NascimienTo ef al. (2002) indicaron que en invertebrados
marinos los TRRN oscilan entre 60 y 120 minutos.
Sin embargo, este marcador citoplasmatico indico una
evidente reducciéon en la capacidad lisosomal para
retener el colorante, al cabo de 96 h de exposicion. Se
conoce que en moluscos y equinodermos, los lisosomas
son los organelos con mayor capacidad de acumulacion 'y
homeostasis de xenobidticos, incluyendo hidrocarburos
y metales pesados (ANTON 2011).

Latolerancia de los celomocitos a nivel cromosdmico
posiblemente se vio afectada cuando los individuos
fueron expuestos a una dosis subletal cercana al CL,
calculado en estudio; comprometiendo la integridad de
la actividad mitética y por ende, generando la presencia
de pequeiios fragmentos citoplasmaticos contentivos de
cromatina (MN) no incorporados en los nucleos hijos
durante la anafase en division celular. En contraste,
otras investigaciones hacen referencia a la presencia
de células micronucleadas en condiciones controladas
de experimentacion, con un indice de MN menor que
el producido por la FALUMFB en L. variegatus;
hecho ocurrido en embriones del erizo Hemicentrotus
pulcherrimus expuestos a Mitomicina C (SAoTOME &
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Havashi 2003), en hemocitos de Perna viridis por accion
de Benzopireno (S et al. 2004) y en M. galloprovincialis
por la influencia del Niquel (DALLAS ef al. 2013).

Los resultados del ensayo cometa permitieron
establecer que los celomocitos de L. variegatus fueron
sensibles a la FALUMFB, evidenciando cometas con
colas de mayor longitud de manera proporcional la
concentracion del contaminante. En otros invertebrados
se ha demostrado wuna relaciéon dosis-respuesta
entre el nivel de roturas de la cadena de ADN vy las
concentraciones de sustancias toxicas (Siu et al. 2004;
CanTY et al. 2009) también, incremento en los dafios
en el material genético conforme aumento el tiempo de
exposicion al contaminante (BHaGaT & INGOLE 2015).
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Fig. 6. Tiempo de Retencion de Rojo Neutro in situ 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/seca, baja/seca, baja/lluviosa y
alta/lluviosa.
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Fig. 7. Micronucleos in situ 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/ seca, baja/seca, baja/lluviosa y alta/lluviosa.
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Asi mismo, en larvas y celomocitos del erizo de mar
L. variegatus se observaron lesiones en el ADN, tras
la exposicion a una variedad de agentes genotdxicos
(REYNARDY & BobpNar 2015) y mas reciente, en el erizo
Paracentrotus lividus, se evidencid la genotoxicidad
inducida por nanoparticulas de 6xido de cobre, en células
espermaticas (GaLLo et al. 2018). No se han hallado
otros estudios que evaltien la sensibilidad relativa del
erizo adulto o equinodermos maduros utilizando el
ensayo cometa en condiciones experimentales similares.
L. variegatus parece responder de forma similar a los
invertebrados marinos antes mencionados, lo que
permite considerarlo como un buen biosensor.

La efectividad del ensayo se corroboré al utilizar un
agente genotdxico conocido (H,O,) 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

A MQ IL SV IDEAH202
LOCALIDAD

IL SV IDEA H202

C MQ
LOCALIDAD

exposicion prolongada al buffer electroforético o a causa
de la no difusion de sal de la solucién de lisis desde la
agarosa hacia el tampon; actuando como electrolito y
facilitando la migracion de ADN (ZuRica 2009).

Las sustancias quimicas que se encuentren en el
aceite usado varian dependiendo de la marca y del tipo
de aceite que se usa, de las condiciones del motor en
el que se usoé el aceite, asi como también de las altas
presiones y temperaturas a las que se someten las piezas
automotrices que generan metales pesados como:
cadmio, cromo, arsénico, cobre y plomo; capaces de
causar efectos nocivos sobre los seres vivos y cuya
toxicidad dependerd, de la forma organica e inorganica
asi como particulada o disuelta en que se encuentren
estos metales, todo esto aunado a la variacion de los
parametros fisicoquimicos del agua en que se encuentren
los organismos (GoNzALEzZ et al. 2007; REYEs et al. 2016;
FonG et al. 2017).

5 :
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Fig. 8. Numero de cometas in situ 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), comparado con un control + (H,0,) durante las temporadas alta/seca (A), baja/seca (B),

baja/lluviosa (C) y alta/lluviosa (D).
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Los lubricantes residuales, también contienen
hidrocarburos alifaticos de cadena lineal e hidrocarburos
aromaticos policiclicos; estos ultimos son compuestos
orgéanicos no polares que debido a su baja solubilidad
en agua, en el medio marino tienden a adsorberse a
las fases organicas disponibles como los tejidos de los
seres vivos o la porcidon organica de los sedimentos y
particulas en suspension donde el grado de acumulacion
en invertebrados y peces dependera de la capacidad
de un compuesto para ser incorporado a un organismo
(biodisponibilidad) y de la fisiologia del organismo.

Deteccion in situ

Los factores relacionados a la escasa pluviosidad
durante la época de sequia generaron posiblemente,
el estrés ambiental causante de la perturbacion en los
celomocitos. TALEB et al. (2007) sefialaron que durante el
verano, el aumento de la temperatura del agua reduce la
estabilidad de la membrana lisosomal, lo que explicaria
la disminucién en el TRRN para los ejemplares de L.
variegatus estudiados.

Las lesiones del material genético por presencia de
células micronucleadas se encontré en baja frecuencia
y los resultados pudieran atribuirse a la presencia
antropica, aunada a la contaminacién acumulada en un
periodo de escasa pluviosidad (INAMEH 2014).

En el caso del ensayo cometa se observd poca
presenciade dafostipo 1 y 2 en los ejemplares estudiados,
infiriéndose que las perturbaciones ambientales no
comprometieron el correcto funcionamiento a este nivel
celular. Solo los ejemplares provenientes de Mangle
Quemao presentaron diferencias estadisticas muy
significativas, en relacion a las otras localidades durante
la temporada seca con mayor afluencia de turistas
(alta/seca). De acuerdo a la informacioén 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
baiiistas desplazando la biota marina.

Los bioensayos realizados en este estudio fueron
orientados a evaluar la respuesta de los celomocitos
a distintos niveles celulares, cuando los organismos
estuvieron expuestos a la FALUMFB como agente
contaminante; probando la efectividad del erizo verde
como sensor bioldgico de contaminacion. En primera
instancia fue posible evidenciar el efecto citotoxico
producto de la exposicion durante 96 h al contaminante
aln a bajas concentraciones, observado en la disminucion
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del TRRN. También se evidencio el efecto genotdxico
de la FALUMFB por la presencia de MN, acentuada
cuando los organismos se expusieron durante 96 h a
altas dosis subletales. En el ensayo cometa las lesiones
encontradas en el ADN del erizo verde se observaron con
todas las dosis utilizadas del xenobiotico. Esto se debid a
la eliminacion de las proteinas acompafiantes del ADN y
el desenrollamiento del mismo, lo que permite corroborar
la sensibilidad de esta técnica (URREGO et al. 2005).

Los celomocitos de los erizos, in situ, mantuvieron
el funcionamiento celular y la integridad del material
genético en contraste con los resultados obtenidos en los
bioensayos. Se evidencié un incremento significativo
en la respuesta a distintos niveles celulares (tisular y
organelos) en la época de menor pluviosidad, cuando la
escasa movilidad de agua y la evaporacion promueven
la concentracion de los contaminantes existentes en la
columna de agua; aunado a la temporada alta, durante
la cual la influencia antrépica: por el transito de botes y
presencia de turistas es mayor. Dada la sensibilidad de
L. variegatus, se propone el uso de este equinodermo
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.

Los resultados obtenidos permiten concluir que
en la mayor parte de los fondos en las areas de estudio
probablemente no hay una severa contaminacion; hecho
relacionado con la naturaleza y distribucion espacial de los
xenobioticos, la densidad de poblacion de los organismos
que alli habitan, la influencia de las corrientes marinas, la
pluviosidad y/o la presencia antropica.

Los estudios ecotoxicoldgicos dan un aporte para el
desarrollo de planes o programas de conservacion, los
que podrian aplicarse a la bahia de Mochima. Por tal
motivo se hace imprescindible realizar evaluaciones en
organismos representativos de los sistemas ecoldgicos,
con el fin de establecer los efectos que pueden causar
dosis no letales de los xenobidticos.
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