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RESUMEN

Macrobrachium tenellum es una especie econdmicamente importante, pero la contaminaciéon natural
y antropogénica pone en riesgo su presencia en la naturaleza. Los organismos se colectaron en
canales de riego agricola en Guasave, Sinaloa, México, se transportaron al laboratorio de
Genotoxicologia de la Universidad Auténoma de Occidente, Unidad Regional Los Mochis. Los
organismos se sacrificaron por descenso de temperatura, se extrajo su hepatopancreas, se macero y
una muestra se suspendio en 200 pL de solucion fisiologica (PBS) a 37 °C, se tomo una alicuota para
realizar el ensayo cometa. Se analizaron 36 organismos. El 69% present6 dafio en ADN (72%
hembras - 28% machos). Se observo una relacion inversa entre talla y dafio genotoxico. Se determin6
que no existe relacion entre el sexo y el dafio genotoxico. El dafio fue en igual proporcion en hembras
ovigeras y no ovigeras. M. tenellum tiene potencial para ser utilizado como biomonitor de sitios

contaminados con mezclas de plaguicidas agricolas.

Palabras clave: langostino, genotoxicologia; ensayo cometa; agua dulce; xenobiotico.
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Genotoxic Damage in Macrobrachium Tenellum (Smith, 1871) in
Agricultural Irrigation Canals in Guasave, Sinaloa, México

ABSTRACT

Macrobrachium tenellum is a species that generates significant economic benefits, but natural and
anthropogenic contamination puts its presence in nature at risk. The organisms were collected in
agricultural irrigation canals in Guasave, Sinaloa, and transported to the UAdeO UR Los Mochis,
Genotoxicology laboratory. The organisms were sacrificed by lowering the temperature, their
hepatopancreas was extracted, which was macerated, a sample was suspended in 200 pL of
physiological solution (PBS) at 37 °C, and an aliquot was taken to perform the comet assay. 36
organisms were analyzed. 69% presented DNA damage (72% female and 28% male). An inverse
relationship between size and genotoxic damage was observed. It was determined that there is no
relationship between sex and genotoxic damage. The damage was in equal proportion in ovigerous
and non-ovigerous females. M. tenellum has the potential to be used as a biomonitor for sites

contaminated with mixtures of agricultural pesticides.

Keywords: prawn,; genotoxicology; comet assay, freshwater, xenobiotic
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INTRODUCCION

Un enorme niimero de compuestos toxicos antropogénicos y de origen natural se descargan en
ambientes acuaticos, ahi se absorben, acumulan y biotransforman mediante procesos biologicos y/o
quimicos, estos compuestos pueden ser absorbidos por los organismos a través de las branquias, la
piel o el tracto digestivo (Gutiérrez 2013, Kolarova y Napiorkowski 2021). Una vez dentro del
organismo, estas sustancias toxicas interactuan en diversos procesos fisiologicos y rutas metabolicas
(Vanzella et al. 2007, Ramos et al. 2018). Un agente genotdxico puede provocar alteraciones
genéticas en los seres vivos con el bloqueo de la replicacion, asi como la aparicion de mutaciones que
derivan en patologias y cambios en las caracteristicas de dichos organismos (Sudrez y Sober6én 2009)
como carcinogénesis, desarrollo de malformaciones (teratogénesis), ademas de afectar los
mecanismos de reparacion del material genético (Obiakor et al. 2012). La evaluacion genotoxica de
ambientes acuaticos es un mecanismo clave para transformar el principio de desarrollo sostenible en
medidas concretas (Gutiérrez 2013, Ghosal et al. 2016). Existen numerosas y variadas formas para
evaluar la toxicidad provocada por la contaminacion de una determinada sustancia: el estudio de la
mortalidad, estudios a largo plazo, valoracion de los efectos subletales de una sustancia, evaluacion
de las alteraciones del desarrollo, crecimiento, reproduccion, fisiologia y bioquimica del organismo
tratado y su comportamiento, finalmente estudios a nivel poblaciones, comunidades o incluso
ecosistemas (Graney y Giesy 1986). Al respecto, el ensayo del cometa y la prueba de micronucleo
(MN) constituyen indicadores ecoldgicos de alerta temprana, que pueden evaluarse antes del inicio
de alteraciones mucho mas graves que afectan la viabilidad de los organismos a nivel individual y
comunitario (Mohti et al. 2012, Garcia-Nieto et al. 2014). Macrobrachium tenellum es un crustaceo
dulceacuicola de interés comercial nativo de cuerpos de agua dulce cercanos al pacifico mexicano
(Brusca y Brusca 1990, Garcia-Guerrero et al. 2013), sin embargo, las actividades antropogénicas
como la agricultura, mineria e industria (Gerhardt et al. 2002, Nurul-Akhma et al. 2012) han
aumentado el ingreso de sustancias contaminantes a sistemas acuaticos donde habita, y ponen en

riesgo no solo a la biota de estos ecosistemas, sino a las personas que consumen directa e
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indirectamente recursos que ellos proveen. De acuerdo con Snyder (2000) y Sousa y Petriella (2007),
la mejor forma de evaluar el efecto de un genotdxico en un crustaceo es el andlisis de su
hepatopancreas, ya que es el principal 6rgano para la digestion y la desintoxicacion de xenobidticos
en los invertebrados acudticos, no obstante, la mayoria de las investigaciones desarrolladas al respecto
se han realizado en vertebrados, y en invertebrados de la familia palemonidae son muy escazas (De
melo et al. 2019), se puede mencionar a Montagna y Collins (2005), quienes reportaron en
Palaemonetes argentinus reduccion en la tasa de consumo de oxigeno y excrecion de amonio, y Hong
et al. (2018) encontraron dafio genotoxico y estrés oxidativo en Macrobrachium nipponensis. La falta
de estudios disponibles con este grupo de crustaceos es muy preocupante, ya que sus habitos de vida
y alimentacion hacen que estén en contacto regular con xenobioticos en sedimentos y agua, lo que
representa un riesgo para las poblaciones de estos organismos (De melo et al. 2019). Pontasch y
Caims (1991) sefialan que los organismos nativos son mejores biomonitores que las especies de
prueba estandar porque desempefian un papel ecoldgico en los ecosistemas acuaticos en los que se
producen, y se ha demostrado que las especies indigenas son mejores indicadores de los factores de
estrés antropogénicos, lo que proporciona resultados mas realistas desde el punto de vista ambiental
(Gerhardt 2000). Por tal razon, el objetivo de esta investigacion fue determinar el dafio genotoxico
en M. tenellum en canales de riego agricola.

METODOLOGIA

Recolecta de organismos

Se colectaron 36 organismos adultos de langostino Macrobrachium tenellum, en un canal de riego
permanente que abastece de agua a tierras agricolas en Guasave, Sinaloa (25° 24" 12.50"" Norte y
108° 27" 28.07"" Oeste; a 5 msnm). La colecta se realizé de manera manual con atarrayas de 2.54 cm
de luz de malla y de 3 m de diametro.

Trabajo de laboratorio

Los organismos se llevaron al laboratorio de Genotoxicologia de la Universidad Auténoma de

Occidente, Unidad Regional Los Mochis, fueron trasladados en dos cajas de pléstico con 60 L de
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agua del sitio de captura con aireacion constante y con trozos de malla (0.5 m?) utilizada como
sustrato, también se agregaron tubos de Policloruro de Vinilo (PVC) de 2.54 cm de didmetro y cinco
cm de longitud a manera de refugio, a cada langostino se midi6 longitud total (L.T.) (vernier ® Truper,
analogo) y peso total (P.T.) con balanza Shimadzu (mod AY220, 0.1 mg), se mantuvieron por 12 h
en tres cajas de plastico de 60 L de capacidad, a temperatura ambiente, con aireacion constante
(blower 0.5 HP, Rietschle —Aleman ®) y trozos de malla. Se determiné sexo, etapa reproductiva y
estadio de muda en la que se encontraron segun criterio de Cabrera (1983). Los organismos se
sacrificaron por descenso de temperatura, y posteriormente, mediante diseccion, se extrajeron los
hepatopancreas, los cuales se maceraron dentro de tubos eppendorf (1.6 mL) para obtener sus células,
la muestra se suspendi6 en 200 uL. de solucion fisiologica (PBS) a 37 °C y se tomaron alicuotas con
las que se realizaron electroforesis unicelular alcalina, también conocida como ensayo cometa de
acuerdo con metodologia de Tice et al. (2000) y Speit y Hartmann (2005).

En un microtubo (eppendorf de 1.6 mL) se colocaron 50 pL de la muestra y se adiciono a una alicuota
de 50 pL de agarosa de bajo punto de fusion (0.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.5),a 37 °Cy se
mezcld. Posteriormente se transfirio por goteo a un portaobjetos esmerilado con una monocapa de
agarosa (1% en amortiguador de fosfatos pH 7.5). Se realizaron dos geles por cada organismo. Se
colocaron para su solidificacion en una ldmina fria sobre hielo durante cinco minutos, se introdujeron
en una caja Koplin con solucion de lisis final fria recién preparada (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA,
Triton X-100 1%, DMSO 10%, 10 mMTris y ajustado a pH=10) durante 30 min y a una temperatura
de 8 °C. Los portaobjetos fueron transferidos a una camara de electroforesis horizontal (Comet-40
System, SCIE-PLAS) con solucion amortiguadora de electroforesis (300 mM NaOH, 1mM EDTA,
pH 13).

Se mantuvo en reposo por 20 min bajo luz amarilla (40 W, Osram) a temperatura ambiente. El
corrimiento de las muestras se realizo a 25 v ajustados a 300 mA durante 20 min. Las muestras se
lavaron tres veces durante cinco min con solucion neutralizante (0.4M Tris a pH 7.5). Posteriormente

se fijaron con metanol absoluto durante cinco min a 4 °C, se secaron a temperatura ambiente. Las
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células se tifieron con 50 puL de solucion de bromuro de etidio (10%, Promega) bajo luz amarilla, se
taparon con cubreobjetos y se colocaron en una camara oscura y humeda.

Para detectar dafio al ADN, las laminillas se examinaron en un microscopio (Axio ImagerA.2, Zeiss),
con fluorescencia (lampara X-Cite, EXFO y filtro de 560 nanometros, Zeiss). Los pardmetros
examinados para determinar dafio al ADN fueron: frecuencia y porcentaje de células dafiadas/células
sin dafio (células con y sin cometa) en 50 células observadas al azar por laminilla y el tamafio de la
cola, que fue determinado mediante el software “Comet Assay [V (Perceptive Instruments).
Analisis estadistico

A los grupos de datos resultantes de las frecuencias de tamafio de cabeza y de cauda (cometas) se
aplicaron pruebas de normalidad (Saphiro-Wilkins, p > 0.05), posteriormente analisis t de Student (p
< 0.05) 6 “U” de Mann Whitney (p < 0.05), y modelo de regresion lineal simple (p < 0.05) con el
programa Estadistico Minitab (v.14, Minitab Inc).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron 36 organismos con un peso promedio de 11.61 g (£ 0.95 g), y longitud total media de
12.16 ¢cm (£ 2.00 cm). La proporcion sexual fue de 1:2.3 (3:9). Del total de organismos analizados,
el 69% presentaron dafno en ADN, de los cuales el 72% fueron hembras y el 28% machos. El dafo
genotdxico se encuentra representado por la longitud de la cauda producida en células de
hepatopancreas analizadas (Figura 1). El uso agricola de tierras adyacentes a cuerpos de agua
continentales, han demostrado que aumentan la posibilidad de contaminacién de este debido
principalmente a la escorrentia (Webb 2011).

La presencia de plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y metales pesados en las
aguas pluviales han demostrado efectos negativos en el crecimiento, tamafio, reproduccion y la
supervivencia de crustaceos de agua dulce y marinos (Mothershead y Hale 1992, Oberdorster et al.
2000, Leight et al. 2005). Los efectos de los efluentes en una comunidad zoologica pueden persistir
mucho después que los parametros fisico-quimicos hayan vuelto a la normalidad, dado que los

ecosistemas necesitan de un periodo de tiempo para recuperarse (Lopez-Barea 1995). Por ejemplo, la
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entrada de las descargas de nitrogeno disuelto total a algunas bahias de Miami oscil6 entre 144 y
151,546 t en un afno, dependiendo de la proximidad a las poblaciones humanas y de la precipitacion
pluvial estacional (Caccia y Boyer 2007). El dafio identificado en el DNA mediante el ensayo cometa
puede surgir por varios mecanismos incluyendo roturas de cadena simple (SSB) y de doble cadena
(DSB), enlaces cruzados, sitios apurinicos/apirimidinicos (AP) y la incompleta reparacion por
escision al eliminar las diversas lesiones inducidas en el DNA como aductos (Zuiiiga 2009).

Figura 1. Dafio genotoxico identificado en la longitud de cauda (um) de cada organismo analizado
(N=306).
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El dafio detectado en el ADN de M. tenellum confirma el efecto de condiciones estresantes en el
ambiente, y aunque la variacion extrema de parametros fisico-quimicos por si mismos provocan dafio
al ADN (Mothershead y Hale 1992, Morris y Oliver 1999), al reproducirse estas condiciones en
laboratorio no se ha registrado el mismo nivel de dafio que el provocado por plaguicidas, metales
pesados y otros (Malev et al. 2010). Qiu et al. (2011) reportaron en el camaro6n blanco L. vanammei
que el estrés térmico (en condiciones de laboratorio) provoco en promedio una cauda de 10.96 + 5.79
en hemocitos, mientras que en este trabajo la cauda formada fue de 91.71 + 7.68 en células de
hepatopancreas, siendo un contraste muy evidente, posiblemente la diferencia sea debida al origen de
las células analizadas, tal y como indican Sousa y Petriella (2007) y Snyder (2000) al afirmar que el

hepatopéncreas, es el principal 6rgano para la digestion y la desintoxicacion de xenobidticos en los
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invertebrados acuaticos, aparte de ser muy sensible a los cambios ambientales, al respecto Lavarias
et al. (2011), indicaron que las defensas antioxidantes de M. borellii, principalmente en el
hepatopancreas, se vieron significativamente afectadas por la contaminacion por hidrocarburos
acuaticos, independientemente de la temporada. En otro caso se observé que cuando L. vannamei es
expuesto a hipoxia aguda, aumentan sus niveles de dafio del ADN en los tejidos de branquias,
hepatopancreas y hemolinfa, y se encontr6 también que estos cambios pueden volver al nivel normal
después de un periodo de reoxigenacion, pero no se indica la existencia de diferencias entre sexos
dentro de la misma especie (Li et al. 2016). En este trabajo al comparar la longitud de la cauda en
células de hepatopancreas de hembras y machos (Figura 2), se encontré mayor dafio en hembras (p <
0.05).

Figura 2. Longitud promedio de cauda en células dafiadas de hepatopancreas por sexo de
Macrobrachium tenellum, se observan diferencias estadisticas significativas (t-test p < 0.05).
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Se observé una elevada correlacion entre el Peso Total - Longitud Total con el dafio genotéxico en
machos, sin embargo, esta correlacion no se observé en las hembras, pero si se encontrd un factor de
correlacion considerablemente elevado entre estas medidas biométricas y la longitud de la cauda en
hembras ovigeras (Tabla 1), respecto al dafio genotoxico por sexo, se encontrd que hembras mostraron

un mayor dafio que machos, a pesar de que se encontraban cerca de la talla méxima reportada para la
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especie (Ruiz-Santos 1988), esto no concuerda con lo expresado por Malev et al. (2010), ya que ellos
reportaron que adultos (36.6 + 13.2 g) de ambos sexos de Astacus leptodactylus no mostraron
diferencias estadisticas significativas en el dafio genotoxico, fisioldgico e inmunoldgico por el efecto
al incremento de temperatura, exposicion a aire y privacion de alimento, posiblemente el efecto de
sustancias alquilantes de plaguicidas disueltos en el agua provoquen un mayor efecto en los crustaceos
y ain mas en hembras que en machos, sin embargo en A. leptodactylus no se evaluo esto.

Tabla 1. Constantes de modelo de regresion lineal simple aplicado a grupos de datos biométricos
de machos y hembras adultos de Macrobrachium tenellum con dafio genotoxico.

Machos a b R? N
Longitud de Cauda (pm) — Peso Total (g) 187.04 -03.9939 0.8591 7
Longitud de Cauda (um) — Longitud Total (cm)  315.3 -17.568 0.9229
Hembras

Longitud de Cauda (um) — Peso Total (g) 166.09 -09.421 0.1913 13
Longitud de Cauda (um) — Longitud Total (cm)  207.5 -13.041 0.0599

Hembras ovigeras
Longitud de Cauda (um) — Peso Total (g) 534.7 -45.803 0.5467 5

Longitud de Cauda (mm) — Longitud Total (cm) 1240 -123.11 0.7481

Webb (2011) encontré que en adultos de Palaemonetes australis, la exposicion a pyreno indujo la
actividad de ethoxycoumarin O-deethylase (ECOD), 8-0x0-dG solo en machos, hipotéticamente en
hembras no se observo esa respuesta ECOD, ya que el pyreno se incorpor6 via materna a las proteinas
del vitelo de los oocitos, sin embargo, menciona que es necesario contar con un mayor nimero de
organismos de ambos sexos al momento de la colecta de organismos, ya que los resultados son
confusos. Collins et al. (1998) reportaron dano oxidativo al ADN con diferencias estadisticas
significativas entre sexos y regiones del mundo en seres humanos, a pesar de estar distanciados
evolutivamente ambos taxa, también presentan similitudes. Kuzmick et al. (2007) encontraron que

cuando especimenes de Palaemonetes pugio son expuestos de forma cronica a residuos de la
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combustion de carbon (CCR) se provoca daiio en ADN en células hepatopancreaticas (incremento de
longitud, porcentaje de la longitud y momento de la cauda), no obstante, los organismos adultos son
mas resistentes que juveniles y larvas al observarse mayor mortalidad en esos grupos. Investigaciones
sobre el uso de ensayo cometa para evidenciar el dafio generado por exposicion a aguas contaminadas
con residuos de productos agricolas en crustaceos de agua dulce es limitada, en nuestros resultados
se encontrd que las hembras presentan un mayor dafio genotdxico que los machos, esto concuerda
con Kuzmick et al. (2007) quienes reportaron que larvas y juveniles de Palaemonetes pugio presentan
mayor dafio, por otro lado, los machos de esta especie alcanzan mayor talla que las hembras, de
acuerdo a los resultados aqui reportados sobre analisis del dafio genotoxico entre hembras no se
observaron diferencias estadisticas significativas entre normales y con masa ovigera (p > 0.05), al
respecto no se encontraron antecedentes, y tal vez sea necesario aumentar el niimero de organismos
a analizar. También se encontr6 una relacion inversamente proporcional entre el aumento de tallay la
presencia de dafo, lo cual significa que al aumentar la talla (peso y/o longitud), el dafio genotdxico
disminuye en todos los casos. Solamente en las hembras en estado normal no se observo tan
claramente esta relacion, sin embargo, si se observo la tendencia, al respecto Kuzmick et al. (2007),
reportaron en Palaemonetes pugio, muy baja supervivencia en larvas, pero mayor en juveniles y mas
aun en adultos, sin embargo, al someter a condiciones cronicas los adultos, aumentaron su tasa de
mortalidad, lo cual sugiere que los mas pequefios son mas sensibles a los contaminantes que provocan
dafio genotoxico.

CONCLUSIONES

Se logré detectar moderado dafio genotoxico en células hepatopéancreaticas de adultos del langostino
Macrobrachium tenellum. En esta investigacion y en las condiciones descritas se logré determinar
que existe una marcada relacion entre el sexo y el dano genotoxico, este fue mayor en hembras. Se
encontrd que existe una relacion inversa entre el dafio a ADN y la talla de los langostinos, entre mas
grandes los organismos, menos daifio fue detectado. Al determinar que el dafio genotoxico se puede

identificar en esta especie, se puede decir que M. tenellum es un adecuado bioindicador de sitios
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contaminados con mezclas de plaguicidas agricolas.
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