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RESUMEN

EI estero Boca de Camichln se localiza en la costa de Nayarit y se caracteriza por

tener una alta biodiversidad de especies. entre elias el osti6n. EI cultivo de osti6n que

se practica en este lugar es una actividad con mas de 35 aiios de praetica y deja una

derrama econ6mica importante para la regi6n. En los ultimos 40 anos, se ha

incrementado la presencia de plaguicidas y metales pesados en los ecosistemas

acuaticos (agua. suelo y organismos). como consecuencia de un aumento en su

producci6n y uso. La presencia de plaguicidas y metales pesados en los ostlones,

puede ocasionar disminuci6n en la productividad de este recurso y por ende en la

economia de los ostricultores. Adernas, tambien puede afectar la salud de las

personas que consumen este alimento. EI objetivo de este estudio fue deterrninar la

presencia de plaguicidas organoclorados (PaC) en sedimentos y ostiones, asi como

evaluar biomarcadores de exposici6n a plaguicidas organofosforados (POF) y

metales pesados en ostiones Crassostrea corteziensis del estero Boca de Camichin.

Los niveles de pac se deterrninaron por cromatografia de gases utilizando un

estandar externo. La exposici6n a POF se evalu6 por medio de la actividad de la

enzima acetilcolinesterasa (AChE), mientras que la contaminaci6n por metales

pesados se determine con la evaluaci6n de los cambios en la concentraci6n de

metalotionelna (MT). Se detectO delta-HCH y neptacloro epOxido en sedimentos,

mientras que en organismos no se detect6 la presencia de pac. Por otro lado, la

actividad de AChE en los ostiones colectados mostr6 una disminuci6n de 61.7%

comparada con los organismos control negativo (0.64 nmollmin/mg de proteina

versus 1.67 nmollmin/mg de proteina), esta disminuci6n fue similar a la observada en

ostiones tratados en el laboratorio con el plaguicida organofosforado diclorvos

(control positivo). EI promedio de MT en los organismos colectados en el estero Boca

de Camichin fue de 137.30 IJgMT/g de branquias, y fue estadisticamente diferente al

de los organismos control positivo, los cuales fueron tratados con CdCI2-ZnCI2(679.4

IJgMT/g de branquia), perc no con respecto a los organismos control negativo (122.8

IJg MT/g de branquia). Estos resultados sugieren por un lado, la presencia en

ostiones de compuestos anticolinesterasicos, como los POF, y por otro, que la

presencia de pac y metales pesados no son un problema de contaminaci6n en los

ostiones del estero Boca de Camichin.
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ABSTRACT

The Boca of Camichin estuary is located in the coast of Nayarit and is characterized

for possessing a high biodiversity of species, including oysters. Oyster cultivation is

an activity that has been practiced in Boca de Camichin for more than 35 years that

leaves an important economic income for the region. In the last 40 years, the

presence of pesticides and heavy metals in aquatic ecosystems (water, soil and

organisms) has increased due to the increase in production and use. The presence of

pesticides and heavy metals in oysters, however, may decrease the oyster

productivity and thereby alter oyster farmers economy, as well as, may affect the

health of people who eat oysters. The aim of this study was to determine the

presence of organochlorine pesticides (POC) in sediment and oysters, and to

evaluate biomarkers of exposure to organophosphorus pesticides (POF) and heavy

metals in oyster Crassostrea corteziensis from Boca of Camichin estuary. POC levels

were determined by gas chromatography using an external standard. POF exposure

was assessed by the activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE), and heavy

metals contamination was determined by evaluating changes in metallothionein (MT).

Delta-HCH and heptachlor epoxide were found in sediments, whereas no POCs were

found in organisms. AChE activity in the collected oysters was 61.7% decreased

compared to negative control oysters (0.64 nmoll min I mg protein versus 1.67 nmol l

min I mg protein), this decrease was similar to that observed in oysters treated in the

laboratory with the organophosphate pesticide dichlorvos (positive control). The

average of MT in organisms collected in Boca de Camichin estuary was 137.30 mg

MT I g of gills, which was statistically different with respect to organisms from positive

control treated with CdCh-lnCl2 (679.45 mg MT I g of gill), but similar to negative

control organisms (122.8 mg MT I g of gill). These data suggest the presence of

anticholinesterase compounds such as POF in oyster. These data also suggest that

the presence of POC and heavy metals does not represent a pollution problem in

oysters from Boca of Camichin estuary.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contaminaci6n en los ecosistemas acuatlcos

Por definici6n, un ecosistema es la unidad ecol6gica en la cual un grupo de

organismos interactua entre si y con el ambiente (Roldan, 1992). Los ecosistemas

acuaticos estan influenciados por dos grandes grupos de factores, bi6ticos y

abi6ticos, 105 cuales pueden modificar el medio en el cual se desenvuelven 105

organismosacuaticos (Allan, 1996).

EI deterioro de 105 ecosistemas debido a la contaminaci6n es un problema critico de

nuestrostiempos (Lafontetal. , 2001; Locatelloetal., 2009). La crecientecant idadde

contaminantes en zonas costeras se produce como consecuencia del vertimiento de

desechos industriales, urbanos, actividad agricola, minera y portuaria, 10 que

representa un peligro inminente para el hombre y el ambiente (Paez-Osuna, 1999a).

1.1.1Contaminaci6n por plaguicidas

Los plaguicidas se definen como aquellas sustancias que se utilizan para prevenir,

destruir 0 controlar plagas, incluyendo vectores de enfermedades que afectan a

animales 0 humanos, asi como especies que causan dane durante la producci6n,

proceso, alrnacen, transporte 0 venta de alimentos (Ursdin, 1970).

Los plaguicidas pueden ser naturales (tabaco y piretro) y sinteticos, dentro de este

ultimo grupo se encuentran 105 organoclorados (POC), organofosforados (POF),

carbamicos y piretroides, entre otros (FAO, 1986). EI uso intensivo de plaguicidas ha

ocasionado danos a corto plazo como desaparici6n de insectos benefices y

mortandad de distintas especies de animales (aves, peces y mamiferos,

principalmente). Con respecto a 105 daiios a largo plazo, se puede citar la

disminuci6n en la productividad de aguas continentalesycosteras,laacumulaci6nd e

10 5 plaguicidas en las cadenastr6ficasyel desarrollo de resistenciaen 105

organismosplaga (Osuna-Flores y Riva, 2004).



En Mexico la contaminaci6n quimica no fue importante hasta poco antes de 1945, ya

que la agricultura que se practicaba era tradicional, se usaban solamente extractos

naturales como quinina, plaguicidas inorqanicos y un uso minimo de productos

quimicos (Botello et aI., 2000). La contaminaci6n de ecosistemas costeros por

plaguicidas halogenados, junto con otroscon taminantes lnorqanicos y orqanlcos, ha

recibidogranatenci6ndurantelas ultimasdecadasyenparticularlosestudiossehan

enfocadoalagunasyestuarios(Botelioetal.,1996) .

Los estudios realizados para abordar los problemas de contaminaci6n por

plaguicidas, han evidenciado que Mexico no esta exento a la contaminaci6n de

cuerpos de agua; como 10 demuestran los estudios realizados en sedimentos y

organismos en los sistemas acuaticos del Golfo de Mexico (Rosales y Alvarez, 1979;

Gold-Bouchout et aI., 1993 y 1995; Botello et aI., 1996; Noreiia et al., 1998) yen el

Pacifico Mexicano (Rosales y Escalona, 1983 y 1985; Galindo et al., 1992; Gutierrez

etal ., 1992; Carvalho et aI., 1996;Gal indoetal., 1997;Ga lindoetal., 1999; Botelloe t

al., 2000; Osuna-Flores y Riva, 2002; Leyva-Cardoso et aI., 2003; Partida et aI.,

2003; Hernandez et aI., 2004, L6pez, 2006).

Osuna-L6pez et al. (1998), reportaron que los sistemas acuaticos del Pacifico

Mexicano mas contaminados por plaguicidas en sedimentos fueron: Bahia de

Guaymas (Sonora), Bahia de Lobos (Sonora), Puerto de Mazatlan (Sinaloa) y

Laguna de Mexcaltittln (Nayarit).

En Nayarit,elproblema de contaminaci6nporplaguicidasnoesdiferentealrestodel

pais, existen algunos estudiosen el estado, dirigidos en su mayoria a ambientes

costeros, donde se ha detectado la presencia de estes xenobi6ticos en sedimentos,

peces, moluscos y crustaceos (De la Lanza, 1984; Romero, 1998; Rojas, 1998;

Flores, 1999; Martinez, 2001; Castillo, 2005; Robledo-Marencoet al.,2006 ).

1.2 Plaguicidas organoclorados

Ungr upodecontaminantesdealtoriesgo,deb idoasualtacapacidadde dispersion

enelambienteyasuspropiedadesdebioacumulaci6nybiomagnificaci6n, son los



pac (Albert y Benitez, 1996). Los pac son compuestos relativamente insolubles en

agua, de estructura ciclica formados por un esqueleto de atomos de carbono, en el

cual,algunosde losatomosdehidr6genounidosalcarbono, sonreemplazadospor

atomosdecloro(Rueda,etal. ,1997) .

Los pac ingresan a los sistemas acuaticos por diversos mecanismos, tales como el

arrastre, filtraci6n y erosi6n de los suelos. EI lavado de suelos hace que los pac
lIeguen a los rlos, ecosistemas costeros y marinos; tambien contribuye el agua

utilizada para lavar el material de rociado y que es vertida en estanques, rios y

lagunas. Otra ruta es a traves de la precipitaci6n provenientede la atm6sfera 0 por

transporte atrnosferico (Botello, 2001).

En el ambiente marino y estuarino, estos xenobi6ticos afectan el desarrollo de los

organismos (Lafont et aI., 2001; Erkmen y Kolonkaya, 2006; Keppler, 2007; Volety,

2008; Locatello et aI., 2009). Se ha observado que lasostras pueden acumularen el

lapse de un mes hasta 70,000 veces la concentraci6n de los plaguicidas presentes

en el agua y que pueden tener una inhibici6n de hasta 50% en el crecimiento

(Ramirez, 1988). Adernas algunos pac tiene la capacidad de inhibir la formaci6n de

laconcha(Restrepo, 1988).

En invertebrados acuaticos que logran sobrevivir a la exposici6n a pac , se han

observado secuelas a mediano plazo, tales como perdida de coordinaci6n,

alteracionesdelaconducta,perdidadefertilidad,retrasoenelcrecimiento,alteraci6n

de la gametogenesis, fecundaci6n, teratogenesis, inhibici6n de la madurez sexual

masculina, inhibici6nenzimaticaysintesis proteinica (Albert, 1990;Alpuche , 1991).

En los ecosistemas acuatlcos, los sedimentos pueden servircomo transportadoresy

dep6sitos de plaguicidas (Froylan, 2005). Uno de los factores mas importantes que

afecta la adsorci6n de los pac en sedimentos es el contenido de materia orqanica

(MO), algunos autores mencionan una correlaci6n entre la concentraci6n de pac y

el contenido de MO (Rojas, 1998, Romero, 1998).



1.2.1 Materiaorgfmica

La MO es una mezcla de productos animales y vegetales en distintas etapas de

descomposici6n, esta compuesta pordostipos de sustancias, las no humicas, con

rapidas tasas de f1ujo dentro de los ecosistemas y las hurnicas que forman en su

mayoria la MO del suelo y el agua (Froylan, 2009). Las fuentes de MO pueden ser

de dos tipos: la primera incluye la MO proveniente del fitoplancton, zooplancton,

bacterias, macroalgas, algas marinas, detritus de manglar y de los animales (peces,

crustaceos, moluscos y aves, entre otros), la segunda puede ser MO proveniente de

desechosdeaguasdeorigen industrial, aguas residuales municipales, humedalesy

agricultura,loscuales setransportan a los cuerpos de agua a travesde la

escorrentia, los rios, drenajes agricolas y los desagOes (Flores-Verdugo, 1990;

Ahumada,1991: Gonzalez-Farias et at , 2006 ).

La importancia de la cuantificaci6n de MO se debe a que, el contenido de esta junto

con otros factores tales como el tamaiio de particula y el contenido de material

mineral, son factores del suelo que afectan ala persistencia de ciertas sustancias

t6xicas, el carbono junto con la arcilla son los dos componentes del suelo, que se

relacionancon la persistenciade xenobi6ticos (Rojas, 199B).

1.3 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (POF) son esteres del acido fosf6rico 0

fosforoti6ico, con baja persistencia en el ambiente perc altamente t6xicos para los

organismos. Son compuestos poco volatiles, muchos de ellos presentan fot6lisis

directae indirecta, son liposolublese inestablesapH basico. Estoscompuestos han

sido ampliamente utilizados como insecticidas y en menor grado como herbicidas

(Maroni et al., 2000).

Los efectos t6xicos mas importantes de los POF se deben a la fosforilaci6n de

esterasas presentes en elsistema nerviosocentral. EI mecanismo de accion de los

organofosforados es a traves de la inhibici6n de la acetilcolinesterasa (AChE). Los

POF tienen una estructura similar a la del neurotransmisor endogene acetilcolina



(ACh). Debido a esta similitud , el grupo fosfato es atraido al sitio de esteriflcacion de

la AChE , y fosfor ila selectivamente la serina del centro activo de la enzima

(Thompson , 1999). De esta manera , la AChE es incapaz de hidrol izar esteres de

colina, 10que conduce a un incremento de los niveles de ACh en el espacio sinaptlco

de las unionesneuromusculares, con laconsiguientesobrecarga colinergica (Fukuto ,

1990). La cont inua sobreestlmulacion del musculo o de lafibra nerviosa, genera en

ultimo termino , cansancio y tetania , y sequn la dosis , conduce finalmente a la muerte

del organismo expuesto (Fukuto, 1990).

Asimismo, existen estudios que han encontrado que los POF tienen efectos

genotoxicos (Nepomuceno y Spano , 1995) e inmunotox lcos en organ ismos acuaticos

(Galloway y Handy , 2003 ; Giron-Perez et aI., 2007; Giron-Perez et aI., 2009).

Debido a la alta toxicidad de los POF, en Estados Unidos se esta reevaluando la

cancelacionde ciertosregistrosyconsiderandosuprohibicion (Cortinas , 2001).

1.4 Contaminacion por metales

Existen varias definiciones del termino "metales pesados ". Por 10general se acepta

que son aquellos elementos cuya densidad es mayor a 5 glmL , son conslituyenles

naturales de la corteza terrestre , de rocas, suelos , sedimentos , erupciones

volcanlcas y del aqua (Cervantes y Moreno 1999; Casoetal., 2004).

Losmetalespesadossonconlaminantesquellegana lasaguascoslerasmedianle

procesos naturales y actividades antropoqen icas, La eros ion, el mal uso de

fertilizantes , la mov llizaclon de los sedimentos , la explotac ion foresta l, agricola ,

minera y obras de dragado , son fuentes de metales pesados (Paez-Osuna, 1999a,

b).

Ademas las descargas dornest icas sin tralamiento aportan grandes volumenes de

lodos enriquecidos con metales como plomo, zinc , cadmio y cromo, que se

descargan en los rios 0 directamente en el mar (Garcia y Dorronsoro , 2004). La

interaccion de los metales con el ecosistemadepende de laforma yespeciequimica



en la que se encuentre, adernas de otros factores como el pH, las condiciones de

oxldo-reduccion del agua, la presencia de sustancias orqanicas con capacidad de

formar complejos quimicos y diversos factores clirnaticos que potencian el estres

quimico (Cervantes y Moreno, 1999).

Los metales pesados con mayor impacto sobre el ambiente son el mercurio, cadrnio,

plomoyarsenicodebidoaqueson relativamente abundantes en la cortezaterrestre .

Son usados frecuentemente en procesos industriales y en la agricultura. Son toxlcos

para el ser humane y pueden causar perturbaciones considerables en los ciclos

biogeoquimicos (ATSDR, 2005; EPA, 2006).

En los oceanos y las zonas costeras los organismos bentonicos son los mas

afectados por la contamlnacien de algunos metales de naturaleza toxica como el

mercurio, plomo, cadmio y cromo, los cuales reducen drasticarnente su potencial de

sobrevivenciayenocasionesprop iciansudesaparicion (BotelioetaI., 1996).

EI comportamiento de algunos organismos puede ocasionar la bioacumulacion de

ciertos metales que se encuentran en el agua (Botello et aI., 2002). Esta

bioacumulaciondependedelmetalydel tipodeorganismo. En un estudiorea lizado

enVeracruz ,seencontroqueelniquel,unmetalesencialpara losorganismosvivos,

es el que menos se bioacumula (Villanueva et aI., 1988). Presley (1994) menciona

que los elevados valores registrados de zinc para las lagunas Alvarado, Salada,

Mancha y el Llano, asi como de los rios Blanco y Coatzacoalcos, son probablemente

de origen industrial, aportandose a los sedimentos y bioacumulandose en los

organismoscon ayuda del fitoplancton.

1.5 Biomarcadores

Los biomarcadores son la raspuesta biolcqca a contaminantesamb ientalesque se

manifiestan a nivel molecular, bioquimico, celularo flsiolcqico, y proporcionan una

medidadelaexposicionalcontaminanteodelamagnituddelefectoque estecau sa

sobreun organismo (Carvan etal., 2008). Los biomarcadores han sidoclas ificados

como biomarcadores de efecto, de exposici6n y de susceptibilidad (ATSDR, 1994).



Durante los ultimos20 anos , importantesesfuerzosse handedicadoaldesarrolloy

aplicaci6n de biomarcadores para la evaluaci6n del riesgo ecol6gico, para indicar que

los organismos estan 0 han estado expuestos a ciertassustanciasquimicas 0 que

los organismos estan sufriendo 0 que sufriran en elfuturo alteracionesde relevancia

ecol6gica (Forbes et aI., 2006). En este sentido, los moluscos bivalvos, como los

mejillones y las ostras , son cornunmente utilizados en los programas de vigilancia del

ambiente, debido a su amplia distribuci6n geografica, una gran sensibilidad a los

contaminantes ambienta les y una alta capacidad de acumulaci6n de productos

quimicos (Roesijadi , 1994a y b: Bodin et aI., 2004; Binelli et aI., 2006).

Elusodebiomarcadoresparaevaluarlosefectosdeloscontaminantes quimicos en

los organismos acuaticos es de gran importancia como herramienta de diagn6stico

en el monitoreo biol6gico (Escartin y Porte, 1997; Sturm et aI., 1999). Algunos de los

biomarcadores mas empleados en estudios realizados en sistemas costeres y

marinos son la determinaci6n de la actividad acetilcolinesterasa , el contenido de

metalotioneina (MT), vitelogenina, citocromo P-450, entre otres (Monserrat, et aI.,

2003).

1.5.1 Acetilcolinesterasa

Entre los marcadores biol6gicos, la medici6n de la actividad AChE es ampliamente

utilizadaparaevaluar losefectosdelaexposici6nacompuestosneurot6xicoscomo

los plaguicidas organofosforados y carbamatos, en varias especies, incluidas las

especies acuaticas (Galgani et aI., 1992; Escartin y Porte, 1997; Cajaraville et aI.,

2000; Monserratetal.,2002; DultayArends, 2003; Lioneltoetal.,2003;Magn ietal.,

2005; Pfeifer et aI., 2005).

La AChE es una enzima presente en diferentes tejidos (especialmente sistema

nervioso)quese encargadehidrolizarelneuretransmisoracetilcolina;representa a

una clase conocida de serina hidrolasas (Thompson, 1991) ydesempena un papel

importante en el sistema neuro-muscular (Fulton y Key, 2001). La inhibici6n de la

actividad de la AChE resulta en fallas graves en organismos acuaticos, por ejemplo,

cambios de comportamiento, paralisis y la muerte (Fulton y Key, 2001).



En la actualidad, son pocos los estudios en donde se ha evaluado la actividad AChE

en bivalvos, sin embargo, se sugiere que la mayor actividad AChE se encuentra en

las branquias, manto y rnusculo aductor de moluscos bivalvos (Bocquene et

al.,1997).

1.5.2 Metalotioneina

LasMTsonproteinascitos6licas, no enzirnaticas, de bajo peso molecular, ricasen

grupos sulfidrilos (-SH), con una alta afinidad por iones metalicos del grupo IB y liB

(Viarengo et al., 1999). Fuerondesc ritasporprimeravezenelaiio 1957,alidentificar

una proteina que unia cadmio en riMn de caballo (Kagi y Vallee, 1960).

Posteriormente, fue aislada en los principales grupos de invertebrados, incluyendo

nematodes. anelidos, artr6podos, equinodermos y moluscos (Roesijadi y Fowler,

1991; DallingeryRainbow, 1993; Berger et aI., 1995).

Estudios ecotoxicol6gicos sobre los efectos de los metales pesados en diversos

organismos, han sugerido el uso de la MT como un bioindicador potencial de

exposici6n a estos xenobi6ticos (Isani et aI., 2000; Cosson y Amiard, 2000). La

presencia de la MT se modifica como una respuesta temprana ante la presencia de

metales pesados, tanto en peces, como en moluscos (Bremner, 1987; Viarengo et

aI., 1999; Vergani et aI., 2005). Se asume que esta proteina juega un papel

importante en la homeostasis celular, mediante el almacenamiento de metales

esenciales y la destoxificaci6n de algunos metales pesados (Huang, 1993). Pore sta

raz6n, en muchos estudios de monitoreo ambiental se ha incluido la determinaci6n

de los niveles de esta proteina en los tejidos de los animales (Cosson y Amiard,

2000; Langstonetal.,2002 ).



1.6 Acuicultura

La acuicultura es el cultivo de organismos como peces, reptiles, anfibios, crustaceos,

moluscos, asi como plantas y algas destinados para alimento y alguna otra utilidad

por parte del hombre (recreaci6n, estudio, obtenci6n de productos) 0 para su

conservaclon y proteccion (FAO, 2003 ). Losprimerosdatossobreacuiculturadatan

del ano 2000 a.C. tiempo en el que los japoneses cultivaban ostras en sus zonas

intermareales (Cifuentes et aI., 1997 ). Existen referencias de practices de cultivo en

la antigua China, Egipto, Babilonia, Grecia, Roma y otras culturas euroasiaticas y

americanas (Cifuentesetal., 1997)

En estos cultivos controlados se pretende cubrir las demandas alimenticias de una

poblacion mundial en crecimiento y con recursos naturales limitados (Aguilera y

Noriega, 1986) . Las actividades acuicolas desde hace varios decenios, han estado

enfocadas al cultivo de especies de elevado interes productivo 0 de precio alto en el

mercado como ostion y carnaron. Los cultivos que han alcanzado mayor desarrollo

son las especies comestibles pertenecientes a moluscos, crustaceos y peces

(Cifuentes et aI., 1991). La acuicultura se desarrolla en agua dulce, estuarina y

marina, y se puede realizar con la ayuda de estanques, canales de circulacion

rapidos, canales de riego, jaulasflotantes, jaulas fijas, jaulas sumergibles,canastas

suspendidas, sartas yestantes, entre otros (Cifuentesetal., 1991).

Mexico cuenta con 2 769 km de costa frontal en el Golfo de Mexico y el Caribe y

7 775 km en el Pacifico (Ortiz-Perez y De la Lanza-Espino, 2006) , la acuicultura de

bivalvossehadesarroliadotambienenel noroestedeMexico, ahiseexplotan mas

de 54 especies de moluscos y cuenta con cuerpos de agua apropiados para el

desarrollo de cultivos (Baqueiro, 1984). Ellitoral de las vertientes del Pacifico y del

Golfo de Mexico alcanza 1.5 millones de hectareas, en el que el 48 % son sistemas

costeros, de mayor numero de lagunasycuerposafinesenel Pacifico con el 60% y

en el Golfo de Mexico el restante (Programa Nacional de Desarrollo de la Pesca y

sus Recursos, 1990- 94). Estos sistemas costeros no s610 son importantes en su

extension, sino en sus recursos vegetalesyanimales (De la Lanza, 1993). Detoda s



las especies de moluscos de gran potencial acuicola destacan el osti6n japones

Grassostrea gigas y el osti6n de placer Grassostrea corteziensis para el Pacifico y

Grassostrea virginica para el Golfo de Mexico (De La Lanza y Martinez , 1994).

1.6.10stricultura

La forma mas antigua de acuicultura es la ostricultura ; como actividad se ha

practicado desde tiempos muy antiguos , 4 000 anos aproximadamente, epoca en la

que japoneses , griegos y romanos cultivaban con gran exito (Polanco y Corral,

2004).

La acuicultura de bivalvos en Mexico inicia a finales del siglo XIX con el cultivo de

ostras perleras en una isla de Baja California Sur (Carino y Monteforte , 1995).

Posteriormente , se desarrolla una pesqueria acuacultural de Grassostrea virginica en

el Golfo de Mexico con una producci6n de alrededorde 40 000 toneladas de peso

entero vivo. Durante los anos 90'5 la FAD clasificaba esta actividad dentro de la

acuicultura debido a que los pescadores indue/an la formac i6n de bancos al

depositar las conchas de ostras que servian de sustrato para las larvas pediveliger

en sitios predeterminados (Maeda-Mart inez, 2008) . En aries recientes, las

estad/sticasdeestaproducci6nsemovieronalrubrodelaspesquerias y por 10tanto ,

los registros de producci6n en Mexico reflejan una producci6n intensiva de bivalvos.

En 19931aproducci6ndeclinaa 1 053 toneladas y poster iormentese incrementa en

1995 a 2 500 toneladas y a 3 038 toneladas en 1997. Despues de ese ano la

producci6n decrece nuevamente a un promedio de 1500 toneladas anuales , cifra

que se ha manten ido hasta el 2005 . Actualmente en Mexico, la producci6n se basa

practicamente en la ostra del Pacifico Grassostrea gigas y en menor grade en el

osti6n de placer (Grassostrea corteziens is) (Maeda-Mart inez , 2008).

EnMexico,laacuiculturadebivalvosserealizacasiexclusivamente en las costas del

Pacifico y ocupa el cuarto lugar en America Latina despues de Chile , Brasil y Peru.

Entre los bivalvos de gran interes para el hombre se encuentra el osti6n, tarnbien

lIamado en algunos paises ostra , delqueseconocendiversasespecies, siendoJa

mas frecuente DstreaqueviveenelbentosdellitoralyGrassostreaqueselocaIiza
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en las lagunas Iilorales y esteros. Estos moluscos son comestibles y muy eslimados;

su cullivo ha dado origen a una importante industria, que ha alcanzado un gran

desarrollo en algunos paises como Jap6n, Espana, Francia, Australia y Mexico

(Maeda-Martinez,200B) .

En Mexico, el osti6n es una de las especies que por legislaci6n, esta reservada a las

sociedades cooperativas de producci6n pesquera, formadas por pescadores

originarios de las zonas. En elliloral del Pacifico Mexicano operan 51 cooperativas

con6 ,31BsociosyenelGolfode Mexicoexisten 35 cooperativas con 5,074socios;

10 que producen, permite atenderel consumo interno, perc es necesario subrayar

quees una pesqueria que se debe incrementar con futuros programasdedesarrollo

pesquero (Cifuentese ta l., 1991).

En ellitoral del estado de Nayarit, se reconocen varias areas susceptibles de ser.

aprovechadas para el establecimiento de cultivos comerciales de moluscos,

particularmente de osti6n (SEMARNAP, 1999). Existen algunas unidades semi­

intensivas de producci6n de osti6n de placer (Crasso/rea corleziensis), localizadas

en el municipio de Santiago Ixcuintla, que son operadas porgrupos sociales en las

comunidades de Boca de Camichin, Villa Juarez, Campo de los Limones y

Mexcaltitan(Haro, 19BO).



2. JUSTIFICACI6N

Los POC se caracterizan por su alta persistencia en el ambiente y por su capacidad

de acumulacion en sedimentos, plantas y animales; sus residuos se han encontrado

practicarnente en todos los sustratos ambientales, a pesar de su prohibicicn

paulatina desde 1982. Adicionalmente, los POF y los metales pesados, son

compuestos ampliamente distribuidos en el ambiente debido a su uso frecuente en

diferentessectores productivos (agricola, pecuario e industrial). Aestos xenob foncos

selesrelacionaconefectosadversosimportantessobrelaflorayfauna.

Por otra parte, el estero Boca de Camichin, Nayarit, perteneciente a la region de

Marismas Nacionales, constituye un ecosistema importante por su biodiversidad, y

productividad de organismos acuaticos. En este lugar abundan organismos como

camaronostion. robato v parqo.entre onos. Enestesitiosecultivaprincipalmenteel

ostion y es una actividad con mas de 35 anos de antigOedad10 que deja una derrama

econom lca importante para ta req ion .

Debido a 10anterior, con este estudio se pretende evaluar la contaminacion por POC

en sedimentos y ostiones (Crassostrea corteziensis), asi como evaluar la actividad

acetilcolinesterasa y los niveles de metalotioneina como biomarcadores de POF y

metales pesados, respectivamente, en ostiones del estero Boca de Camichin,

Nayarit,contribuyendoporuna parte, a la evaluacion de la calidad ambientalde este

ecosistema y por otra, a la toma de decisiones por parte de las autoridades

correspondientes, ya que si estos organismos estan contaminados, puede haber

repercusiones en la productividad, y porende en la economia y la salud de las

personasdelaregionydelasqueconsumenestealimento.

3. HIP6TESIS

EI estero de la Boca de Camichin recibe y acumula plaguicidas y metales en

sedimentosyorganismos.
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'4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

1.Determinar la presencia de plaguicidas organoclorados y evaluar

biomarcadores de exposicion a plaguicidas organofosforados y metales

pesados en sedimentos y ostion (Crassostrea corteziensis) del Estero Boca de

Camichin,Nayari t.

4.2 Objetivo s especificos

1. Determinar la presencia de plaguicidas organoclorados en sedimentos y ostion

(Crassostreacorteziensis) .

2. Determinarel contenido de materia orqanica en sedimentossuperfic ialesdel

esterodelaBocadeCamichin , Nayarit.

3. Evaluar laactividaddelaacetilcolinesterasaenostian.

4. Determinarelcontenidodemetalotioneinaenbranquiasdeosti6n.



5.'METODOLOGIA

5.1 AreadeEstudio

EI estero Boca de Camichin se localiza en la zona norte del estado de Nayarit, sus

Iimites geograficos estan en las coordenadas 21° 37' a122° 16' de latitud norte y a

104° 53' a1105 ° 39' de longitud oeste. Pertenece al sistema estuarino que limita al

norte con los municipios de Tecuala, Rosamorada, Ruiz y Tuxpan , al sur con San

Bias, al oriente con los municipios de Tepic y EI Nayar y al poniente con el Oceano

Pacifico. Comprende un area de 1 830 90 km2
. Este estero pertenece a la region

conocida como Marismas Nacionales y comprende parte de la planicie costera en el

Pacifico (Garcia-Carmona , 2004) (Figura 1).

La comunidad de Boca de Camichin cuenta con una superficie productiva de 300

hectareas de espejo de aqua, enelcualse instalan poco mas de z 00Oempilotados ,

con mas de 80 mil sartas de concha de ostion. Se obtiene una produccion de 800

toneladas por ciclo (Garcia-Carmona, 2004).

Este estero se abastece de las aguas del Rio San Pedro y se encuentra rodeado de

zonas que sededican a laganaderiaydecamposagricolas, en los que se cultiva

tabaco, tomate, chile y sandia, entre otros (SEPESCA, 1991).

EI cultivo de ostion que se practica en este lugar es una actividad con mas de 35

anos de antigOedad. La modalidad de cultivo es de tipo semi-intensivo, con sartas

quefavorecen ta fijacion de la larva y permiten su crecimientoen zonaspropicias.

Bajo estas condiciones de trabajo, los acuicultores realizan un ciclo de producclon

por ano. Laactividad involucra aproximadamente a 800 personas, adicionalmente la

poblacion seded ica a la pesca,captu radecamaronycolectadeotrosorganismos .

5.2 Muestreo

Se realize un muestreo sistematico can un diserio detransecto fijo, para 10 cual se

empleo un equipo GPS. Se setecciono un punta al azar y se continuo can muestreos

en sub-areas contiguas definidas en base a un patron de muestreoa intervalosfij os,

demaneraespaciotemporal.Elpatronespacialsefijodeacuerdoalasuperficie total



· del estero. En cuanto al patron temporal se contemplaron dos muestreos en dos

alios consecutivos (marzo de 2008 y mayo de 2009).

Flgura1 .UbicaciOngeograficadelesleroBocadeCamichfn
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5.2.1 Estaciones de muestreo

De acuerdo a la dinarnica y superficie del cuerpo de agua se consideraron tres

estaciones de muest reo para organismos yseis para lacolecta desedimentos. Las

localizaciones geograficas se muestran en laTabla1

Tabla 1. localizaci6n geografica de las estaciones de muestreo

Organismos

Estaciones Norte Oeste

1 21° 44'6 .7" 105° 29'19.96"

2 21°44 '53 .0" 105°29 '39.0"

3 21°45 '4 1.1" 105°29 '43.5"

Sedimentos

Estaciones Norte Oeste

1 21°45 .49'2 " 105°2 9' 38.9"

2 21°45 .5'7 " 105°29 ' 41.9"

3 21° 45.5'7 " 105°2 9' 38.3"

4 21° 46.01' 9" 105° 29'30.7"

5 21°46 .09'6 " 105°29 '32 .7"

6 21°46 ' 16.2" 105° 29'27.8"

5.3 Obtencion de muestras

5.3.10rganismos

Los organismos Crassos/rea corteziensis (Figura 2), se obtuvieron de forma manual

y directamente de la zona de cultivo. De cada estaci6n se colectaron 100

organismos, 50 de la parte superior y 50 de la parte inferior de la sarta de cultivo

(Figura 3), una vez colectados losorganismos, seetiquetaron, secolocaronentinas

deplas ticoy fueronllevadosallaboratorioparasuposterioram3lisis.



Flgunl2.Os ti6nCra ssostrea cot1eziensis

I

Los organismos colectados tenlan una talla, entre 5 y 7 em y aproximadamente

nueve meses de desarrollo.

.......- = - = =
Superficie del estero

= - -=-- +-- Parte superiorde la sarta

+-- Parte intenorde la aarta

Figura 3. Esquema de una sarta decu~ivo



5.3.2 Sedimentos

Se obtuvieron muestras de sedimentos de las estaciones previamente establecidas

mediante el uso de una draga tipo Ponar. Una vez colectadas las muestras de

sedimentos se etiquetaron , se colocaron en frascos de vidrio tratados previamente

con acetonayhexanogrado plaguicida (gp) y fueron lIevadasal laboratoriodondese

almacenaron a temperaturas de conqelacion para su posterior analisis,

5.4 Analisls de muestras

5.4.1 Evalu aci6n de la exposici6n a plaguicidas organoclorados

Procedimiento

Para la extraccion, saponificacion y purificaci6n de los pac en organismos, se

ernpleo el metodo propuesto por la UNEP/FAO/IAEA (1986) metodo de referencia

No. 14. Para la determinacion de pac en sedimentos marinos se ernpleo el rnetodo

propuesto por la UNEP/IAEA (1982) rnetodo de referencia No. 17.

Se utilize un estandar externo (CHEM Service 608/625/8080/8081 ) de 16 plaguicidas

(alfa, beta, gama y delta HCH, heptacloro, aldrin, heptacloro epoxldo, endosulfan I,

dieldrin, p,p'-DDE, endrin, endosulfan II, p,p'-DDD , endrin aldehido, endosulfan

sulfato, p,p'-DDT) a una concentraclon de 100pg/lJL.

5.4.1.10rganismos

Para el analisis de pac se emplearon 50 organismos por estacion de muestreo, 25

de la parte superior y 25 de la parte inferior de la sarta, para cada uno de los

muestreos. Los organismos fueron descongelados a temperatura ambiente, se

colocaronen charolasdealuminiopreviamenteetiquetadasysesecaronen hornoa

temperaturade45-47 °Chastaobtenerpesoconstante. Una vezsecas las muestras

se pulverizaron en un morteroy se tamizaron con tamiz de abertura de malla de

0.250 mm. Se colocaron 5 9 de cada muestra pulverizada en un filtro de celulosa

I
previamente tratado con hexano, la extraccion se realize en un equipo soxhlet con

; 250 mL de hexane durante 8 hom'. reciclando el solvente " " eo proporc ion de 4 ~:



ciclos/hora, obteniendo simultaneamente el blanco correspondiente . EI extracto

obtenido se concentr6 a 10 mL aproximadamente por rotoevaporaci6n (rotovapor

bOchi R-114, Zwiterland ) a temperatura de 33 ± 1 ·C. Posteriormente , se realize la

saponificaci6n del extracto con 2 mLde acido sulfurico concentrado , para hidrolizar

los lipidos presentes en las muestras y se deje reposar durante 5 min. Se centrifuge

a 1 500 rpm/10 min. EI concentrado se purific6 por cromatografia en columna

utilizando silica gel como adsorbente activado a 200 · C y desactivado al 3% con

agua desionizada . Seagreg6 una capa inferior de aproximadamente 2g de sulfato

de sodio anhidro. Las muestras se concentraron nuevamente por rotoevaporaclon

hasta obtener un volumen de 5 mL, posteriormente se concentr6 a 2 mL con

nitr6genogc.

5.4.1.2 Sedimentos

Los sedimentos fueron descongelados a temperatura ambiente. Se tomaron 500 9 de

sedimentos en peso humedo de cada una de las estaciones , se colocaron en

charolasdealuminiodebidamenteetiquetadas. Se secaron en horno a temperatura

de 45-47 ·C hasta obtener un peso constante. Una vez secas, las muestras se

pulverizaron en un mortero y se tamizaron, en un tamiz con abertura de malla de

0.250 mm. Secolocaron 10 9 de las muestras pulverizadas en un filtro de celulosa

previamente lavado con hexano,la extracci6n se realiz6en un equipo soxhlet con

250mLdehexanodurante8horas,rec iciandoeisolventeenunaproporci6nde4a5

cielos/hora; smultaneamente, se obtuvo el blanco correspondiente. EI extracto se

concentr6porrotoevaporaci6natemperaturade33a±1 ·C hasta un volumen de 10

mL aproximadamente . EI concentrado se purific6 por cromatograf ia de columna,

utilizando 13 9 de florisil activado a 400 ·C Y desactivado con agua desionizada al

1.25%yseagreg6 una capa de aproximadamente 2 gde sulfatode sodioanhidro.

Una vez purificadas las muestras seconcentraron porrotoevaporaci6n hasta 5 mL,

loscua lesfueron evaporados hasta 2 mLconnitr6genogc.



· 5.4.1.3 Cuantificaci6n de POC por cromatografia de gases

Los analisis se efectuaron en un cromat6grafo de gases Agilent 6890-N, equipado

con detector de captura de electrones y fuente de poder Ni63. Se utiliz6 una columna

capilar de 30 m de longitud por 0.25 mm de diametro interno y 0.25 IJmde grosor de

capa SPB-5 (silice fundido al 5%, fenil metit silic6n). Como gas acarreador se utiliz6

helio (pureza grade 4) con un f1ujode 1 mUm in y como gas auxiliar nitr6geno (pureza

grado 5) con un f1ujo de 30 mUmin .

Se inyect6 1 IJl de la muestra concentrada, bajo las siguientes condiciones de

operaci6n:

Temperatura del lnyector . zdu D

Rampa de temperatura de la columna: 2 min 90 · C, 30 · C/min 90-180 ·C, 3 ·C/min

180-270 ·C ,tiempodeanalisistotal:35min

Temperatura del detector: 320 · C

Modode inyecci6n:Sp litless

la cuantificaci6n se realiz6 poruna interpolaci6nen una curva estandar de 5 puntos,

realizada portriplicado utilizando estandares externos (Chem-service), laasignaci6n

de los picos se realiz6 POC/tiempo ± 0.2 min.

5.4.1.4 Determinacion de materia orqanica en sedimentos

Reactivos

- Dicromato de potasio (K2Cr20 7) 1N (J.T. Baker)

- Acido sulfurico (H2S0 4) (Analytyka)

- Acido fosf6rico al 85% (H3P04) (J.T. Baker)

- Fluoruro de sodio(NaF) (Analytyka)

- Difenilamina 5% (C'2Hl0NH) (Analytyka)

_Sulfato ferroso amoniacal 1N (Fe (NH4)2(S04h 6H20) (J.T. Baker)



Fundamento

EI analis fs de mater ia orqan ica en sedimento se determ in6 por valoraci6n del

carbono orqanlco oxidable , mediante el metoda de Gaudette et al. (1974). EI

fundamentodeestavaloraci6n consisteen quetodos los compue stos orqan lcos se

pueden oxidar con dicromato de potasio en presencia de acido sulfUrico. EI exceso

de oxidante se valora con sulfato ferroso amoniacal y el conten ido de carbono

orqanico se calcu la a part ir del volumen del dicromato potas ico reducido . Se toma en

cuenta la norma lidad del sulfato ferroso y se realiza una valorac i6n previa con un

blanco.

Procedimiento

Los sedimentos fueron descongelados a temperatura ambiente , se secaron en homo

a 45 a 47 ·C, despues fueron molidos en un mortero y se tamizaron con una malla de

0.250 mm. Se pesaron 0.1 9 de cada muestra y se colocaron en matraces

Erlenmeyer de 500 mL, se les agreg6 10 mL de soluci6n 1 N de dicromato de potasio

y se mezcl6 . Posteriormente se afiadieron 20 mL de acido sulfUrico concentrado

agitando suavemente , se mezcl6 por un minuto y se dej6 reposar durante 30

, minutos. Se diluy6 con agua dest ilada a 200 mL y se afiad ieron 10 mL de acldo

fosf6ricoaI85%, 0.2gdefluorurodesodioy15gotasdel indicadordifenilamina.Se

titul6 con una soluc i6n 1 N de sulfato ferroso amoniacal , el color cambia de cafe

verdoso a azul yen el puntode equivalenc ia pasa a verde brillante . En cada seriede

sedimentos , se corri6el blanco correspond iente. EI contenidode MO se calcul6de

acuerdoa laformula siguiente :

% carbono orqan ico = 10 (1- TIS ) [1N(0.003)] (1001W)

T = ml de soluc i6n de sulfato ferroso amoniacal de la muestra

S=mldesoluci6ndesulfatoferrosoamoniacaldelblanco

0.003= 12/4000 = peso equivalentedel carbono

1N = Normalidad del dicromato en ml

W= Peso de lamuestra en gramos
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5.4.2 Evaluaci6n de la exposici6n a plaguicidas organofosforados

5.4.2.1 Determinacion de proteinas totales

- Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N

-ReactivodeLowry

• BSA (2 mg/mL)

Fundamento

La determinacion de proteinas totales incluye una reaccion del sulfato cuprico y las

proteinas presentes en solucion alcalina, formando un complejo proteina-cobre, el

cual reacciona con el reactive de Folin-Ciocalteuygenera un producto color azul que

esmed idoa750nm.

Procedimiento

La determinacion de proteinas en branquias de ostion se realize mediante el kit

comercial "modified Lowry protein assay" de Pierce. La determinacion de proteinas

totales se realiz6 en 100 ~L de la fracci6n soluble (S9), utilizando una diluci6n 1:50.

La fracci6n S9 se gener6 homogeneizando las branquias con buffer de

homogeneizaci6n (20 mM de Tris-Base. 1 mM EOTA, 1 mM OTT, 500 mM sacarosa,

150 mM de KCI, 0.1mM de PMSF) a pH 7.6 Ycentrifugando a 9 000 rpm durante 30

minutos. Para la curva estandar de proteinas se utiliz6 BSA (2 mg/mL) a

concentraciones de 1-1 500 ~g/mL (Tabla 2). Se colocaron 100 ~L de cada estandar

yseagregaron 500 ~Ldel reactivode Lowry a cada tubo, posteriormentese incub6

10minutosatemperaturaa mbiente.F inalizadoeltiempode incubaci6ns eag regaron

50~Ldel reactivode Folin-Ciocalteu, sevo lvi6a incubar a temperatura ambiente 30

minutos en oscuridad y se midi6 la absorbancia a 750 nm utilizando un

espectrofot6metro modelo Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA). Las

determinaciones se hicieron por triplicado. La concentraci6n se calculo a partir de

unacurvahiperbolacuadrat ica.
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Tabla2.0ilucionesestandarparalacurvadeBSA

Estandar

hll)dH2O Volumenllll)

lllg/ml) lllg/ml) llll)

100 300 Stock 2000 1500 400

200 200 Stock 2000 1000 400

100 100 Stock de A 1500 750 200

200 200 Stockde B 1000 500 400

200 200 Stock de 0 500 250 400

200 200 Stock de E 250 125 400

400 100 Stock de F 125 25 500

400 100StockdeG 25 5 500

400 100 Stock de H 5 1 500

500 0 0 500

5.4.2.2 Actividad de Acetilcolinesterasa

Reactivos

- Tris-Base 20 mM (Sigma -Aldrich)

- EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich)

- OTT 1 mM (Sigma-Aldrich)

- Sacarosa 500 mM (J.T Baker)

- Cloruro de potas io 150 mM (KCI) (USB corporation)

- PMSF 0.1 mM (Sigma-Aldrich)

- iso-OMPA 1mM (Sigma-Aldrich)

- DTNB 0.5 mM (Sigma-Aldrich)

- Acetilt iocolina 0.5 mM (Sigma-Aldrich)

- Buffer fosfatos O.1 M (J.T Baker)

- Diclorvos 1 mg/l (ODVP) (Vapodel. 20%)

- Bicarbonato (NaHC03) (J.T. Baker)



.Fundamento

.la evaluaci6n de la actividad de AChE se realiz6 de acuerdo a la metodologia

. descrita por Ellman et al. (1961). En este metodo espectrofotometrlco se mide la

hidr61isis de la acetiitiocolina por la AChE, producto dei a cual se formati ocolina, esta

reacciona con el reactivo de DTNS produciendo un complejo de color amarillo, que

es medido a una longitud de onda de 412 nm durante 120 segundos a 25 ·C.

, Procedimiento

la actividad AChE se determin6 en la fracci6n 59. 5e realizaron mediciones sin

inhibidor y con inhibidor iso-OMPA 1mM. Para la medici6n de la actividad AChE sin

inhibidorse utiliz6 una soluci6n constituida por2 700 III de bufferfosfatos 0.1 M

pH 8, 300 III de homogeneizado, 100 III de DTNS y 20 III de ACh 0.5 mM como

sustrato. las muestras se procesaron por triplicado. la actividad especifica de AChE

se determin6 utilizando 1 mM de iso-OMPA, este es un inhibidor de la

: butirilcolinesterasa 0 colinesterasa falsa. EI inhibidor se incub6 15 minutos con el

homogeneizado, posteriormente se adicionaron 100 III de DTNS y 20 III de ACh

comosust rato. EI blanco consisti6de2700 III de bufferfosfatos 0.1 MpH8, 300 III

de homogeneizado y 100 III de DTNS. la actividad de AChE fue corregida por la

concentraci6ndeproteinapresenteenlasmuestras.

5.4.2.3 Grupos control

l os controles negativo y positivofueron generadosen ellabora toriobajocondiciones

6ptimas de supervivencia. los organismosfueron lIevados al laboratoriodonde se

colocaronen pecerasde40 l con agua de marfiltrada yse aclimatarondurante 15

dias,tiempo durante el cual fueron alimentados con 2 Udia de microalgas de la

especie Chaetoceros spp (6 x 105 algasl ml). Para el control positivo, 25 organismos

fueron expuestos a DDVP en una concentraci6n de 1 mg/l durante 6 horas (l e Bris,

et aI., 1995). Inmediatamente despues los organismos fueron sacrificados y se

realiz6ladisecci6ndelasbranquiasparaelanalisisdeAChE.



;. 5.4.3 Evaluaci6n de la exposici6n a metales pesados

. 5.4.3.1 Cuantificaci6n de Metalotioneina

Reactivos

Fundamento

Procedimiento

EI contenido de MT presente en branquias de osti6n se determin6 utilizando los

metodo propuestos por Viarengo et al. (1997) y Piano et al. (2004). Este rnetodo

espectrofotornetrico mide el contenido de MT presente en la muestra, basado en la

estimaci6ndel contenidode los grupos sulfidrilosde las MT.

Para la determinaci6n de MT en branquias se emplearon organismos de la parte

superiore inferiorde lasartadecultivode cadaes taci6nde muestreo. lasbranquias

extraidas fueron medidas y pesadas. Se realiz6 un pool de branquias de cada

estaci6n y punta de muestreo y se almacenaron a -70 ·C hasta su analisis. Para

medir el contenido de MT en branquias, se gener6 la S9 a partir de un

homogeneizadodebranquiascontresvolumenesdebufferdehomogeneizaci6n (0.5

M de sacarosa, 20 mM de Tris-HCI a pH 8.6) al cual se Ie agregaron 0.006 mM de

leupeptina, 0.5 mM de PMSF como agente antiproteolit ico y 0.01% de ~­

mercaptoetanol como agente reductor. Para obtener el contenido de MT, el

. - SacarosaO.5M (J .T. Baker)

- Tris-HCI 20 mM (Promega corporation)

- leupeptina 0.006 mM (Sigma- Aldrich)

- PMSF 0.5 mM (Sigma- Aldrich)

- ~-mercaptoetanol 0.01 % (Sigma- Aldrich)

f - Etanol (Sigma-Ald rich)

i ~ ~~:;~;:~S:~.~~~:~:;~h)

,
:..... - Cloruro de cadmio (CdCI2) 500 Ilg/ml (Sigma- Aldrich)

• - Cloruro de zinc (ZnCb) 500 Ilg/ml (Sigma- Aldrich)

t
I

I
J

:
t
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homogeneizado se centrifug6 a 5 000 rpm durante 49 minutos. Se realizaron

alicuotas de 1 mL del sobrenadante y se trataron con una soluci6n de etanol­

cloroformo. Posteriormente, se realiz61a lectura en el espectrofot6metro a 412 nm de

acuerdoalmetododeElimanetal.(1961) .

5.4.3.2 Grupos Control

Los organismos fueron lIevadosallaboratoriodonde se colocaronen peceras de 40

Lconaguademarfiltradayseaclimatarondurante15dias,tiempoduranteelcual

los organismos fueron alimentados con 2 Udia de microalgas de la especie

Chaetoceros spp (6 x 105 algasl mL). Para el control positivo, 25 organismos fueron

co-expuestos a 500 Ilg/mL de CdCI2 y lnCI2 durante cinco dias. Inmediatamente

despuesdelaexposici6nlosorganismosfueronsacrificadosyserealiz61adisecci6n

de las branquias para el analisis de M]' . Lasconcentraciones utilizadasde metales,

fueron consideradas tomando en cuenta la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL­

1996, la cual establece como Iimites maxirnospermisibles promedio diario para Cd y

In, 0.2 mg/L y 20 mg/L, respectivamente, en aguas residuales.

5.5Anillisisestadistico

Los resultados se expresan como el promedio ± desviaci6n estandar , La

comparaci6n entre medias se realiz6 mediante un anal isis de U-Mann-Whitney y

Kruskal-Wallis. Para el anatisis estadistico se utiliz6 el programa estadistico STATA

versi6n 8.0 (Stata Corp).
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6. RESULTADOS

6.1 Presencia de plaguicidas organoclorados

Las concentrac iones de pac encontrados en sedimentos se muestran en la Tabla 3,

endondesepuedeobservarqueeldelta HCH(hexacioro-ciclohexano)fuedetectado

en cuatro de las seis estaciones de muestreo. La concentraci6n minima encontrada

fue de 0.15 nglg en la estaci6n 6 y la maxima de 2.37 nglg en la estaci6n E4, en esta

ultima tambien sedetect6 la presencia de heptacloro ep6xido (11.20 nglg).

No se detect6 la presencia de pac en organismos colectados en el estero Boca de

Camichin.

Tabla 3. Plaguicidasorganocloradosdetectadosensedimentosdel

esteroBocade Camichin

6.1.1 Contenido de materia orqanloa

En la Tabla 4 se presenta el contenido de MO encontrado en los sedimentos

colectados del Estero Boca de Camichin. De acuerdo con estos resultados, la

estaci6n2y5son iasquepresentaronmayorcontenidodeMO,sinembargo,este

no esestadisticamente diferentesa 10encontrado en las otras estaciones (p>0.05).

En este trabajo no se encontr6 una correlaci6n entre el contenido de materia

orqan ica y la presencia de plaguicidasorganoclorados en sedimentos (~ = 0.28, P

=0.72).
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T.bIa 4. Contenido de materia organica en sedimentos del estero Boca de C8michln .

6.2 Proteinas totales en branquias de 08ti6n

EI promedio en el contenido total de protelnas, en branquias de los organismos

colectados en el estero fue de 16.8 mg/mL de homogenado. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (p<O.05) en el contenido de proteinas de

las branquias de los organismos colectados en las diferentes estaciones de muestreo

(Figura 4).

p>O .05

E21

EslxI6n"'m.-1reo

Flgul1I 4. Contenido de protelna total en branquias de ostiOn.

E1=Estaci6n1 .E2=Estaci6n2.E3=Estaci6n3, r=Partesuperiordela

sarla, != Parle inferior de lasarla. Lasbarrasrepresentanelpromedio

dedosmuestreos.



: 6.3 Actividad de acetilcolinesterasa

En la Figura 5 se muestra la actividad de AChE de los organismos colectados en el

estero, asi como de los organismos controles, tanto negativos como positivos

(tratados con DDVP). La actividad de AChE de los organismos control negativo fue

de 1.67 nmoVminlmg de proteina, mientras que el promedio de la actividad de AChE,

de los organismos colectados en el estero Boca de Camichin fue de 0.64

nmoVminlmg de proteina, 10que implica una disminuci6n en la actividad enzimatiea

del 61.7%. En cuanto a la actividad de AChE en los ostiones tratados con el

plaguicida diclorvos, esta fue de 0.69 nmoVminlmg de proteina, es door . presentaron

un 58.7% menos de actividad que los organismos control negativo. De acuerdo al

anallsls estadistico, los organismos colectados en el estero tienen una menor

actividad de AChE con respecto a los organismos control negativo y no diferente a Ia

de los ostiones tratados in vivo con el plaguicida organofosforado DDVP.

DDVP E1f E1! E2f E2! E3f E3!

Figura 5. Aclividad AChE en branquias de osli6n del estero Boca de Camichln. E1=

Estaci6n1 .E2=Eslaci6n2.E3=Estaci6n3; f=Partesuperiordelasarta. !=Parte inferior

de Ia sarta. CN= Control Negativo, DDVP= Control positive, tralamiento con diclorvos.

Las barras color verde corresponden al primer mueslreo y las barras color rosa

represenlan el segundo mueslreo. EI asterisco sabre las barras indica diferencias

esladfsticamentes ignificativas(p <O.OS)conrespecloalconlrolnegativo.



Por otro Iado, no se encontraron diferencias en el promedio de la actividad de AChE

de los organismos colectados en el primer muestreo (0.57 nmoVminlmg de proteina)

con respecto a los colectados en el segundo (0.71 nmoVminlmg de proteina) (p>0.05)

(Figura 6).

E1f E1! E2f E2!

Estaci6ndemuestnlo

E3f E3!

Figura 6. Aclividad AChE en branquias de osti6n de acuerdo a cada muestreo.

E1=Eslaci6n 1,E2=Eslaci6n2,E3=Eslaci6n3 ; f =Partesuperiordelasarta, !=

Parte inferiordelasarta.lasbarrascolor verdecorrespondena lprime rmues treoy

las barras color rosa represenlan el segundo muestreo.

En la Figura 7, sa presentan los resultados de la actividad de AChE por punto de

muestreo. EI promedio de la actividad AChE en los organismos colectados en la

estaci6n uno fue de 0.57 nmoVmin/mgde proteina, en la estaci6n dos de 0.63 y en

la estaci6n tres de 0.70. Las diferencias entre estaciones no son estadisticamente



significativas (p>0.05). Tampoco se observaron diferencias en la actividad de los

organismos colectados en Ia parte superior de las sartas (0.67 nmollminlmg de

proteina) con respecto a los colectados en la parte inferior (0.60 nmollminlmg de

proteina).

E1t E1! E2t E2! E3t E3!

Flgura7.ActividaddeAChEenbranquiasdeosti6nporestaci6nypuntode

muestreo.E1=estaci6n1.E2=estaci6n2,E3=esta ci6n 3. r=Partesuperior

de la sarta, ! = Parte inferior de la sarta.

En los organismos tratados con el plaguicida DDVP se observ6 un fen6meno

denominado retracci6n de manto y muscoio aductor laxo, mismo que se puede

observar en la Figura 8.



Figura 8. EfectoderetraceiOndemantoymllsculoaductorlaxoenostionestratados

con DDVP. (a) ostiOn sin tratar, con el manto completamente extendido a 10largo y

ancho de la valva, (b) ostiOn despu~ de ser tratado con DDVP (1 mgIL) durante 6

horas, con retraceiOndel manto, el organismo esta completamente en el centro de la

valva.

6.4 Contenido de metalotioneina

La Figura 9, muestra el contenido de MT presente en branquias de ostiones

, colectados en el estero Boca de Camichin yen los organismos control. De acuerdo a

estos resultados, el contenido de MT en los organismos tratados con CdCI2 - ZnCI2

fue de 679.45 IJg MT/g de branquia, mientras que el contenido de MT en los

organismos control negativo fue de 122.8 IJg MT/g de branquia. Asimismo, el

promedio de MT en los organismos colectados en el estero Boca de Camichin fue de

137.30 IJgMT/g de branquias, Elstefue estadisticamente diferente con respecto a los

organismos tratados con CdClrZnCI 2 (p<O.05), perc no con respecto a los

organismos control negativo. Por otra parte, los organismos colectados de la parte

superior de la sarta de la estaci6n uno, durante el primer muestreo, fueron los unicos

que tuvieron un mayor contenido de MT con respecto al control negativo.
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Figura 9. Contenidode MTenbranquiasdeosli6ncolectadoenelesterobocade

ca michln. eN= control negativo, Zn-Cd= control positivo. E1=Estaci6n 1. E2=

Estaci6n 2. E3= Estaci6n 3. 1= Parte Superior de Ia sarta, != Parteinferio r de la sarta.

Las barras color verde corresponden al primer muestreo y las barras color rosa

representan el segundo muestreo. EI asterisco sobre Ia barra indica diferencia

estadlstica (p<0.05) con respectoalcontrol positivo.Eldobleasterisco indica

diferencia estadlstica (p< 0.05) con respecloalcontro l positivo y al controlnegativo.

EI promedio general en el contenido de MT en los organismos colectados en el

primer muestreo fue de 168.71 IJg MTI9 de branquias, mientras que el promedio de

los colectados en el segundo fue de 105.88 IJg MTI 9 de branquias, sin que se

observe una diferencia estadlsticamente significativa (p<0.05). Sin embargo, en la

estaci6n 1, sl se observaron diferencias en los resultados encontrados en los dos

diferentes muestreos, estas diferencias se observan si se analizan por separado los

resultados encontrados en la parte superior de la sarta (E11; primer muestreo =

263.94 IJgMTI9 de branquias, segundo muestreo =141.88 IJgMTI9 de branquias) y



en Ia parte inferior (E1! ; primer muestreo = 216.84 I.IgMTI9 de branquias, segundo

muestreo =109.94 I.IgMTI9 de branquias). Tambilm se observaron diferencias en la

estaci6n E3! (216.58 I.Ig MTI 9 de branquias y 106.06 I.Ig MTI 9 de branquias)

(Figura 10).

Figura 10. Delermiaci6n de MT en branquias de osti6n de acerdo a cada

muestreo. E1=Estaci6n 1. E2=Estaci6n2, E3=Estaci6n3.r=ParteSuperior

delasarta,!=Parteinferiordelasarta.Lasbarrascolorverdecorrespondenal

primermuestreoylascolorrosarepresentanelsegundomueslreo.

EI promedio de los dos muestreos en el contenido de MT en la estaci6n 1 es de

183.151.1g MTI9 de branquias, en la estaci6n 2 de 90.411.1g MTI9 de branquias y en

la estaci6n 3 de 138.33 I.Ig MTI 9 de branquias, estas diferencias no son

estadisticamente significativas (p>0.05). Tampoco se observan diferencias

significativas en el contenido de MT si se comparan los promedios de los organismos

colectados en la parte superior de la salta (131.0 I.Ig MT/g) . con respecto a los



colectados en Ia parte inferior (143.6 IJg MT/g de branquias), 0 si se comparan de

manera independiente cada punta de muestreo (Figura 11).
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Figura 11. Contenida de MT en branquias de osli6n por eslaci6n y punta de

muestreo.E1=EstaciOn1 , E2=EslaCiOn2 ,E3=ESlaCiOn3 , T=Partesuperiordela

sarta, ! =Parte inferiorde lasarta



7. DISCUSION

7.1 Exposici6n a plaguicidas organoclorados

Los resultados obtenidos en este estudio, revelan la presenc ia de delta-HCH y

heptacloro ep6xido en muest ras de sedimentos colectados en el estero Boca de

Camichin. Estos resultados coinciden con los encontradosen estud ios realizadosen

algunas regiones de Mexico. Leyva-Cardoso et al. (2003) encontraron en sedimentos

de las costas de Guerrero la presencia de heptacloro , endosulfan I, alfa-HCH, beta­

HCH y aldrin. La prese ncia de heptacloro , heptacloroep6xido, aldrin, endosu lfan II y

p,p'-DDE tambien se ha detec tado en sistemas lagunares de Chiapas (Rueda, 1997).

Especif icamente en el estado de Nayarit, se ha detectado la presencia de 13de los

16 plaguicidas analizados en muestras de sedimento del estero pozo-Rey, ubicado

en el municipio de San Bias. Entre los POC encontrados estan el delta-HCH (6.10

ng/g)yel heptac loro ep6xido (12.33 nglg ) (Robledo-Marenco et al.,2006).Sib ien,e n

ese estudio se encontra ron concent raciones relativamente mayores de ambos

compuestos , con respecto a las encontradas en el presente trabajo , esto puede

deberse a diferencias en espacio y tiempo, la hidrod inamica general de las aguas

superfic iales y profundas de circulac ion de cada cuerpo de agua , el tamario de las

particu las que determina el transporte y la difusi6n a traves del agua, factores

mineral6gicos y geoqu imicos y la contribuci6n de los residuos lnorqanicos y

organicos (DeLazzarie tal. ,2004).

La presencia de POC tambien se ha reportado en regiones de otros paises. Kim et

al. (2007) , detectaron la presenc ia de delta-HCH (0.205 ng/g) , asi como, heptacloro

epoxido (0.001 nglg ) en sedimentos de la bahiaAriake (Japon), Doong et al. (2002)

encontraron la presencia de delta-HCH y heptacloro epo xido en sedimentos del rio

Da-han y Erh-jen en Taiwan . Kang et al. (2001) reportaron la presencia de HCH

(incluyendo los isomeros alfa , beta, gama, delta) en sedimentos del estero Macao

(China) .
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Todas estas observaciones sugieren que los POC aun se encuentran ampliamente

distribuidos en el ambiente terrestre y acuatico (Boke et aI., 2007; Senthil et al.,

2008). Estos compuestos fueron utilizados para combatir plagas en la industria, la

agricultura e incluso en carnpanas de salud (Calva y Torres, 1998). Sus propiedades

fisicoquimicas los hacen muy resistentes a ladegradaci6n , pori oque son altamente

persistentes (Iwate et aI., 1994). EI uso de POC (con la excepci6n de endosuttan)

esta prohibido para la agricultura en Mexico y en otros paises (CICOPLAFEST,

1996), sin embargo, existen reportesquedocumentanel uso i1egal de algunos de

estoscompuestos(Gonzalez-Fariasetal. ,2002) .

En Mexico, no existen normas que regulen la concentraci6n de residuos de POC en

sedimentos. En agua, sequn la NOM-127-SSA1-1994 ellimite maximo permisible de

heptacloro ep6xido es de 0.03 microgramos/L.Asimismo, en ostiones la norma NOM­

031-SSA1-1993 establece que estos organismos no deben tener residuos de POCo

De acuerdo con esta informaci6n y con los resultados obtenidos en el presente

trabajo, se sugiere que estos xenobi6ticos no representan un problema de

contaminaci6n en los organismos del estero Boca de Camichin.

7.1.1 Materiaorganica

Una de las caracteristicas mas importantes que afectan el comportamiento de los

contaminantes en los sedimentos son las concentraciones de minerales detriticos

ricosenMO (DeLazzar ietal.,2004 ).

En este trabajo, el promedio de MO detectado en los sedimentos fue de 3.1%. A la

fecha, noe xisten otrostrabajosen los que se haya estudiadoel contenidodeMOen

estecuerpode agua, sin embargo, hay informaci6n del contenido de MOen otros

esteros del estado. Asi, Romero en 1998, encontr6 un contenido de MO de 2.6 y

2.9% en sedimentos del estero San Crist6baly Pozo-Rey, respectivamente. Rojas en

el mismo ano report6 un contenido de MO de 1.7 y 1.6% en sedimentos de los

esterosantesmencionados.



Existen tamblen antecedentes del contenido de MO en cuerpos de agua dulce en el

estado de Nayarit. Froylan en el 2009, reporl6 el contenido de MO en sedimentos de

los Lagos de Santa Maria del Oro (9.79 ± 2.02%), San Pedro (15.94 ± 3.30%) y

Tepetiltic(29. 95 ± 2.10%). AI parecerenestos sistemas deagua dulceexiste una

mayor variabilidad en MO, misma que tarnbien se ha encontrado en estudios

realizados en otras regiones de Mexico. Rueda et al. (1997) en sedimentos de la

laguna Chantuto-panzacola, encontraron un comporlamiento heteroqeneo en el

contenido de MO, ya que sus resultados oscilaban de 0.8 a 10.2%. Gold-Bouchot et

al. (1993)enestudiosrealizadosensedimentosdelrioPalizada,quedesembocaen

el Golfo de Mexico, encontr6 un contenido de MO de 0.23 a 7.7%. Por otra parle, se

detect6 4.6% de MO en sedimentos de la Bahia de Altata, Sinaloa (Gonzalez-Farias

eta l.,2006).

7.2. Conten ido de proteinas totales en branquias de osti6n

Son escasos los estudios en la literatura en los que se menciona el contenido de

proteinas totales en organismos acuaticos. Enesteestudioelcontenidodeproteinas

encontradoenbranquiasdeosti6nfuede 16.8mg /mL.Moraetal. (1999)reporlaron

unaconcentraci6n de proteinasen branquiasde mejill6n Mytilusgalloprovincialisde

0.8 mg/mL, mientras que en almeja asiatica Corbicula fluminea se ha reporlado un

contenidodeproteinade 1.2mg /mL.

EI contenido de proteinas en moluscos tiene gran impacto en el valor nutricional,

propiedadesfuncionales,calidad sensorial y estabilidad delproductoduranteel

almacenamiento. La cantidad de proteina puede variar dependiendo del sexo,

tamano, factores ambientales y qenetlcos, morfol6gicos, fisiol6gicosyalimenticios;

estoscambiossetraducenenmodificacionesenelsabor, color, textura y apariencia

superficial (Maeda-Marlinez et al., 2001).



-7.3 Actividad acetilcolinesterasa como biomarcador de exposici6n a

~. plaguicidas organofosforados

~i Algunos estudios demuestran la utilidad de la medici6n de la actividad AChE como

t un biomarcador de exposici6n a compuestos neurot6xicos en organismos acuaticos

(Cajaraville et aI., 2000; Kristoffet aI., 2006; Carvan et aI., 2008). En la actualidad,

existe un particular interes en la medici6n de la actividad de la AChE en organismos

que han sido utilizados como bioindicadores (Varela y Augspurger 1996; Bakry et aI.,

2001). Hay amplia evidencia acerca de que la actividad de la AChE es inhibida por la

presencia de plaguicidas organofosforados ycarbamatos (Zinckl etal., 1987; Day y

Scott, 1990; Devi y Fingerman, 1995; Amiard-Triquet et al., 1998; Galgani y

Bocquene 1998) y tarnbien por metales pesados (Bocquene et aI., 1997; Najimi et aI.,

1997; Hamza- Chaffai et aI., 1998; Guilhermino et aI., 1998; Machreki-Ajmi et aI.,

2008). Lamayoria de estos estudios son in vivo utilizando peces (Najimietal.,199 7;

Sturm et al., 1999; Abdel-Halim et al., 2006), aunque tarnbien se ha evaluado la

AChE en crustaceos (Key et aI., 1998a y b), mejillones (Payne et al., 1996; Mora et

aI., 1999; Dellali et al., 2001) y almejas (Hamza-Chaffai et aI., 1998; Dellali et aI.,

2001).

La actividad de esta enzima puede verse afectada no s610 por contaminantes

quimicos, sino tarnbien por factores de estres, tales como temperatura del agua

(Day y Scott 1990; Devi y Fingerman 1995; Payne et aI., 1996; Bocquene et aI.,

1997; Najimi et aI., 1997; Amiard-Triquet et aI., 1998; Galgani y Bocquene 1998;

Hamza-Chaffai et aI., 1998; Dellali et aI., 2001), salinidad (Scaps y Borot 2000; Dellali

eta l.,2001 )y ficotoxinas (Bocqueneetal.,19 97).

En estudios de campo, se ha observado que la actividad AChE es significativamente

menoren organismos colectadosenzonasdondeseutiliza una gran variedadde

plaguicidas (Matozzo et aI., 2005). Por ejemplo, Almejas recolectadas de un sitio

cercano a una zona agricola en la laguna de Bizerta (Tunez) tuvieron una

disminuci6n en la actividad de AChE (DellaIi et aI., 2001). Tarnbien se han observado

cambios en la actividad de AChE en M. gallopro vincialis , relacionados con las
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practicasagricolasenzonasdondeseutilizanconfrecuenciaplaguicidasybiocidas

(EscartinyPorte,1997) .

En Mexico, son escasos los trabajos realizados en campo en donde se utiliza esle

biomarcador. AI respeclo, se report6 una inhibici6n de la AChE de 3 al 21% en

cerebros de peces coleclados en una zona de extracci6n de pelr61eo, y donde se

ulilizaron plaguicidas para la practica agricola y campanas de salud (Rodriguez­

FuentesyGold-Bouchol,2000) .

De manera general, la actividad AChE en moluscos bivalvos es baja comparada con

la actividad AChE en vertebrados y algunas especies de invertebrados (Habig y Di

Giulio, 1991). La actividad AChE promedio encontrada en los ostiones coleclados en

el estero fue de 0.6 nmollmin/mg de proteina, mientras que la actividad AChE de los

organismos control fue de 1.67 nmol/min/mg de proteina. Valores similares fueron

encontrados por Monserrat et al. (2002) en Crassostrea rhizophorae. En estudios

realizados en otras especies principalmente en mejil/6n, la actividad AChE reportada

fue de 9 hasta 25.5 nmollmin/mg de proteina. En almeja, se ha reportado una

actividad de AChE de 2.38 ± 1.0 nmollmin/mg proleina (Matozzo et al., 2005) (Tabla

5).

En los organismos tratados con DDVP (1 mg/mL) no se present6 mortalidad, se

observ6 un fen6meno de retracci6n de manloy rnusculo aduclor laxo. Resultados

similares fueron reportados por Le Bris el al. (1995) en almejas expuestas a DDVP.

Asimismo Bolton-Warberg et al. (2007) observaron eslos efectos en ostiones

(Crassotrea virginica) expuestos a DDVP durante 96 horas. Probablemenle este

fen6meno se debe a la fatiga del rnusculo debido las conlracciones prolongadas,

mismas que se asocian con la exposici6n a plaguicidas organofosforados.

Por otra parte, los organismos colectados en el estero Boca de Camichin,

presentaron una inhibici6n de la actividad AChE del 61.7% con respeclo al control

negativo.



Especies

Tabla 5. Actividad AChE en bivalvos

Actividad AChE Tejido
(nmollmin/mg proteina)'

Crassos trea branquias Estetrabajo
corteziesls'

Grassostrea 1.2 x 10· branquias LeBrisetal.,1995
gigas

21.8 ±2 .8 branquias Bocquene et al., 1997
25.5±3.6 hepatopancreas
24.3±2.5 Manto

organismo Oamiensetal.,2004
completo
(Larva)

Grassostrea branquias Monserrat et al., 2002
mtzoonoree

Myt;/usedulis branquias Morae tal. , 1999

branquias Moraetal., 1999
Mytilus

galloprov;nc;alis branquias Radenace ta l.,1998

2.2 x10 s±6.0 x10 ' organismo Moraetal.,1999
completo

branquias

'Los resultados estan reportadoscomo lamediat desviaci6n estandar

Resultados similares de inhibici6n de AChE , se observaron en estud ios anteriores

realizadosporLe Brisetal. (1995) en donde se observ6 una disminuci6n de un 68%

en ostiones Grassostrea gigas tratados con ODVP 1 mg/L durante 6 horas . De igual

manera, McHenery et al. (1990) reporlaronuna inhibici6n del 50% en laactividadde

la AChE en larvas de crustaceos expuestos a DDVP (10 Ilg/L ), Bolton-Warberg et al.



(2007) observaron una inhibic ion de la AChE del 77% en carnaron y del 79% en

ostiones expuestos a DDVP (0.05 mg/L y 5 mg/L).

Los resultados de AChE , sugieren que los organismos colectados en las diferentes

estaciones del estero Boca de Camichin , estan expuestos a compuestos

anticolinesterasicos, probablemente a PDF. EI estero es un ecosistema que se

encuentra rodeado por una zona agricola importante . En esta region se cult ivan

productos como tabaco , frijol , sandia, jicama , y chile verde (INEGI , 2005; INAFED,

2009). De acuerdo a las recomendaciones emitidas por SAGARPA, para el control de

plagas en estes productos se utilizan los plaguicidas organofosforados

principalmenteyenmenorproporcioncarbamatos.

7.4 Metalotioneina como biomarcador de exposici6n a metales

La MT ha sido ampliamente utilizada como un biomarcador de expos icion a metales

pesados en organismo de agua dulce 0 mar (George y Olsson , 1994; Bebianno et al.,

1997; Langston et aI., 1998; Rasporetal. , 1999; Linde et aI., 1999; Viarengo 1999b).

EI metabolismo de los metales esta regulado por mecanismos complejos y, en

muchos casos , estos implican un aumento de la concentracion de proteina en

respuestaaunaumentoen la concentracion de un metal enel tejido . Estehechose

aprovecha para la utilizacion de los niveles de MT como un biomarcador (Urena­

Robles, 2007). Los resultadosobtenidosendiferentesestudiosponendemanifiest0

la utilidad de la MT como biomarcador de contaminacion por metales pesados. EI

contenidode MTen dichos estudios depende, en gran medida, delaespecieydel

organa seleccionado (Tabla 6), asi como de una metodologia adecuada para su

determinacion . En las especies centinelas , la concentracion de metal en los tejidos

reflejalacontaminacionpormetalesensumedio,sinembargo,existenexcepciones

(Urena-Robles, 2007).

En animales acuaticos y especial mente en invertebrados, el desarrollo de

proced imientos para el estud io de las formas espec ificas de MT, asi como para la



expresi6n del gen de esta proteina, son relativamente recientes (Viarengo et al.,

2007).

Existen estudios donde se reporta que el mayor contenido de MT se encuentra en la

glandula digestiva y en branquias de organismos acuaticos (Bebianno et al., 1993;

Mackay et aI., 1993; Baudrimont et aI., 1997; Mouneyrac et aI., 1998; Geffard et aI.,

2001, Geffard et aI., 2002a; Ceratto et aI., 2002; Amiard et aI., 2006). En este estudio

se evalu6 el conten ido de MT en branquias, ya que son las responsables de filtrar

grandes volumenes de agua (Boening, 1999), reteniendo el plancton y detritus

orqanlcos, asi como una variedad de sustancias, incluyendo metales pesados y

plaguicidas(Baudrimontetal. ,1997 ;LoweyDay,2002) .

Enesteestudio,elcontenidodeMTenbranquiasdelosorganismos control negativo

fue de 122.8 \-IgMTt g, valores similares (120-300 \-IgMTt g) fueron reportados en

branquias de Crassostrea gigas (Geffard et aI., 2002a). En organismos completos de

Crassos trea gigas se han encontrado valores de 100 \-IgMTt 9 (Amiard-Triquet et aI.,

1998).

En ambientes contaminados, los organismos estan generalmente expuestos a una

mezcla de diferentes metales y es imposible atribuir el aumento de los niveles de MT

a un elemento en particular (Amiard etal. , 2006). En estudios in vivo en losquese

han utilizado organismos acuaticos, se observauna inducci6ndeestaproteinaante

la exposici6n y coexposici6n a diferentes metales (Klerks y Bartholomew, 1991;

MasonyJenkins, 1991). Metalescomoel zinc,plomoycobreparecensereficientes

inductores de MT en moluscos y crustaceos (Amiard et aI., 2006). Bebianno y

Serafim (1998) reportaron que moluscos Myti/us galloprovinc ialis responden a la

exposici6n con cadmio,estosresultadostambienhansidoreportadosenostiones C.

virginica (Roesijadi y Klerks, 1989). En el presente estudio, los organismos tratados

con ZnCI2-CdCI2(0.5 mgt L) aumentaron un 80% el contenido de MT con respecto a

los organismos control .
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Tabla 6. Contenidode MT reportadoen bivalvos

Especie Contenidode MT Tejido

( ~gMT/g)

branquias Estetrabajo

corteziens is

Crassostre a gigas organismoco mpleto Amiard-Triquet etal. ,

1998a

120-300 branquias Geffardetal., 2002a

700-160 glimdula Geffardeta l..2001

digestiva

Mytifus edulis organismocomp leto Amiard-Triquete ta l..

glimdulad igestiva Amiardetal.. 1998

branquias Amiardetal.. 1998

Mytilus 850- 1250 organismocomp leto Raspor ela l.. 1999a

galloprov incialis

5730±990 glandulad igesliva Mourgaudelal. ,200 2

glandulad igestiva Raspore t al..1999a

glandulad igestiva Pavicic et al., 1993

Ostrea edulis 450-640 branquias Raspore t al., 1999a

1250 branquias Langston eta l., 1998



As! mismo, el promedio en el contenido de MT detectado en los organismos

colectados en las diferentes estaciones de muestreo, del estero Boca de Camichin

fue de 137.30 I-Ig MT/g. Concentraciones similares de MT fueron reportadas en

ostiones colectados en Gironda (Francia) (Amiard- Triquet et al., 199B). Los

resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que de existir la presencia de metales

pesados en el estero Boca de Camichin, se encuentran en concentraciones muy

bajasynosuficientespa ra inducirelaumentoenestaproteina.

Sib ienotrosfactorescomolafaltadealimento,laanoxia,lacongelacion,as icomola

presenciadeantibioticos,vitaminasoherbicidassehanrelacionado con la induccion

de la MT, el nivel de induccion es mucho menor que el observado por metales (Baer

y Thomas, 1990; Templeton y Cherian, 1991; Kagi, 1993; English y Storey, 2003;

Moslehetal. ,2004) .
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8. CONCLUSIONES

1) A pesar de que se encontro la presencia de delta-HCH y de heptacloro

ep6xido en muestrasde sedimentos, estoscompuestos no se detectaron en

los ostiones colectados en el estero .

2) EI promed io en el porcentaje de mater ia orqanica en los sedimentos del estero

Boca de Camichin fue de 3.1%, y este no correlac iono con los niveles de

plagu icidasorganoclorados.

3) Los ostiones colectados en el estero Boca de Camichin , mostraron una

inhibic i6n en la actividad de AChE de 61.7%, con respecto a los organismos

controlnegativo.

4) Los resultados de los biomarcadores utilizados sugieren la posible presencia

de POF en los ostiones colectados en el estero Boca de Camichin , y

descartan la presencia de POC. Asimismo , considerando los resultados de

MT, se puede sugerir que no existe fa presencia de metales pesados en el

estero , 0 de existir se encuentran en concentraciones insuficientes para

modificarestebiomarcador .

5) EI uso de biomarcadores const ituye una herramienta utiI y econornica, que

permite conoce r el grade de exposicion de organismos acuaticos a ciertos

xenobi6t icos , asicomovalorarelestadodesalud deespeciesde importancia

econom ica,ecologicaysocial.
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