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Estrés producido por sedimentos contaminados con niquel
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Abstract: Previous studies indicated the presence of high concentrations of nickel in the “El truchén” ponds (in
México), so it was necessary to find a possible correlation between sediment physicochemical properties of this
water body and the damage that could be produced on the rainbow trout which culture is done in arustic reser-
voir. The study was initiated with the determination of the physicochemical properties of the trout farm sedi-
ments, which are; granular composition, total nitrogen percentage, organic matter content, pH, redox potential,
cationic interchange capacity, and Ni concentration. LC,, of Ni at 96 h was determined on Onchorynchus mykiss
in the sytem water-sediment from the trout farm at equilibrium time. In the same system the sublethal toxicity
of Ni was evaluated by the determination of metallotioneine (MT) levels, o-demethylase activity (OD) and pro-
tein concentration. The results showed asignificant increment in the three-biochemical parameters. A linear rela
tion was observed between Ni concentration and MT, OD and protein concentration, so these damage biomark-
ers are recommended in order to evaluate Ni toxicity. Probably these effects were due to the physicochemical
characteristics of the sediments, which may give a high capacity to store metal in it. According to the obtained
results it was suggested not to use rustic ponds in the fish culture, and use concrete ponds to avoid the accumu-

lation of toxic compounds or make periodic sediments remotion.

Key words: Nickel, Oncorhynchus mykiss, metalothionein, o-demetilasa, sediments.

El cultivo de truchas es una actividad que
se ha desarrollado y expandido en las aguas
frias de todo e mundo como consecuencia de
su introduccién en Europa, Oriente y paises la
tinoamericanos. La seleccion de este pez para
su cultivo esta en funcion de su ato nivel nu-
tricional, biotecnologia de cultivo, facil mane-
jo del recurso, gran adaptabilidad a diversas
condiciones ambientales, tolerancia a alimen-
to artificial, crecimiento eficiente bajo condi-
ciones controladas, aceptacién comercial por
su sabor y textura, asi como por la viabilidad
de obtener ata produccién a bajos costos
(Huet 1983).

En México, parael cultivo delatruchaar-
coiris se utilizan dos tipos de estanques: rdsti-
cos y de concreto (de corriente rapida). Los
primeros tienen la ventgja de disminuir los
costos de construccién, pero no pueden lim-
piarse frecuentemente para minimizar enfer-
medades y eliminar la excreta de los peces,
ademés, pueden ser grandes reservorios de di-
versos contaminantes como plaguicidas, deter-
gentes y metales pesados entre otros, pues son
hoyos en € suelo en los cuales se coloca el
agua y los organismos, y el sedimento puede
absorber dichos xenobidticos. Estos depésitos
son muy comunes en las granjas truticolas de
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México, ya que los campesinos aseguran que se
producen truchas de sabor mas agradable, aun-
gue reportan diversos problemas relacionados
con € cultivo de los peces sobretodo en cuanto a
laviabilidad del huevoy e tiempo de engorda.

La adsorcion y desorcion de contaminan-
tes no es exclusivo de los sedimentos presentes
en el fondo de un reservorio acuético, ya que
este tipo de sustrato puede ser removido por €l
movimiento del aguay organismos, causando
que los xenobidticos estén suspendidos en la
columna de agua. Este proceso permitira que
fitoplancton, zooplancton y peces estén en
contacto con los contaminantes y por lo tanto
dafiar el ecosistema (Margalef 1983).

En un estudio llevado a cabo por Marti-
nez-Tabche et al. (1999) en tres diferentes
granjas truticolas del Estado de México, en-
contraron Ni en los sedimentosy el aguadelos
estanques rusticos. Los niveles de Ni en estos
reservorios estan dentro de los limites permisi-
bles tanto para agua (10 pg/l) (Scott-Fords-
mand 1997) como para sedimentos (18 mg/l)
(Smith et al. 1997), sin embargo, éstos produ-
cen toxicidad sobre e oligoqueto Limnodrilus
hoffmeisteri, ya que la concentracion de su he-
moglobina disminuy6 hasta un 38.18%, des-
pués de 72 horas de exposicion a estos sustra-
tos (Martinez-Tabche et al. 1999).

En rios, €l Ni es principalmente transpor-
tado como un precipitado asociado con parti-
culas de materia organica; en lagos en cambio,
se combinatambién a éstas pero en formaioni-
ca. Este metal puede ser absorbido por particu-
las de arcilla de los sedimentos y ser ingerido
por la biota (An6nimo 1991).

Diversos estudios demuestran que el Ni en
plantas acudticas presenta factores de biocon-
centracion muy atos. En peces, la concentra
cién de este metal alcanza valores de 0.02 a 2
mg/kg, incrementédndose hasta diez veces en
lugares muy contaminados (Anénimo 1991).
La tolerancia que presentan los diferentes or-
ganismos a dtas concentraciones de metales,
probablemente se deba alainduccion de meta
lotioneina (MT), la cua es un buen indicador
de la biodisponibilidad de estos xenobiéticos y
por tanto de su toxicidad (Yauy Menear 1977).

El objetivo de este trabgjo fue evaluar la
toxicidad del Ni en sedimentos de la granja
truticola“El Truchén”, sobre latrucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

MATERIALESY METODOS

Trabajo de campo: Este estudio se llevd
acabo en lagranjatruticola“El Truchén”, que
se construy6 a 33 km del Este de Toluca, Esta-
do de México. Las coordenadas geogréficas
son 19°17'58" N y 99°21'10" W. Alrededor
de esta granja se cosechan principalmente
maiz, papasy forraje. Ademas, existen restau-
rantesy se realizapescarecreativa. El climaes
frio humedo, en verano llueve intensamente
(julio, agosto y septiembre). Los meses més
calidos son mayo y junio, la temperatura pro-
medio anual es 7.5°C. Esta granja recibe agua
delos manantiales Pgjaritosy AguaAzul apro-
ximadamente 50 I/sy se construyo sobre un te-
rreno ligeramente inclinando para que el agua
circule desde un depdsito a otro por gravedad.

El muestreo se efectud entre enero 'y mar -
zo de 1999 empleando una draga conica. Los
sedimentos se tomaron de los estanques risti-
cos cuya densidad de trucha juvenil es ata
(500 peces de 3.6-4.6 g de peso). La profundi -
dad promedio del reservorio fue 1.0 m con un
&rea de superficie de 23.8 cm?. Las muestras
se colocaron en frascos de polietileno sobre
hielo y transportadas a laboratorio para su
andlisis fisicoquimico y toxicol dgico.

Propiedades fisicoquimicas del sedi-
mento: Los sedimentos de lagranja se secaron
a21°Cy setamizaron através de unamallade
acero inoxidable de tamafio 0.84 mm. A estas
muestras se les determind: humedad, pH (po-
tenciémetro), textura, tamafio de particula pre-
dominante, contenido de materia organica,
carbono organico, nitrégeno total, capacidad
de intercambio catiénico, y potencia de oxi-
do-reduccion (Bohn et al. 1993).

Tiempo al equilibrio del Ni en los sedi-
mentos: Seformaron diez lotesde 5 g de sedi-
mento de la granja (seco y tamizado), los cua-
les se reconstituyeron con 1000 ml de agua y
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se mezclaron con las soluciones de prueba de
Ni. La concentracién nominal de las solucio-
nes fue: 18 (limite permisible en sedimentos,
Smith et al. 1997), 23, 29, 36, 45, 50, 62.8,
79.06, 99.54 y 125 mg/kg (concentraciones
que se emplearadn en la toxicidad aguda). Los
sedimentos sembrados se agitaron mecanica
mente. Después de 30, 45, 60, 120, 180, 240y
300 min, todas las muestras se centrifugaron a
3 500 rpm durante 15 min, la concentracion de
Ni fue determinada en el aguay en estos sus-
tratos por absorcion atémica. El Ni répidamen
te alcanzd el equilibrio (4 hr).

Mantenimiento de los organismos de
prueba: Latruchaarcoiris (O. mykiss) aproxi-
madamente de 3.6-4.6 g de peso se obtuvo de
lapiscifactoria“El Zarco” ubicadaa 33 km de-
Toluca. En €l laboratorio, los peces se mantu-
vieron en un acuario con agua reconstituida
(dureza como CaCO,= 150 mg/l; acainidad
como CaCO,= 13 mg/l; oxigeno disuelto = 12
mg/l y pH =8.2) a9 + 1°C, aireacioén constan-
te, ciclos de luz-oscuridad de 16-8 hr.

Determinacién dela toxicidad aguda en
sedimentos: Seis lotes de diez organismos se
expusieron a sistema constituido por 15 | de
aguarecongtituiday 75 g de sedimentos del es-
tanque rustico sembrado con diferentes con-
centraciones de Ni al equilibrio (23.13, 29.12,
36.66, 46.15 y 58.10 mg/kg) asi como un gru-
po control, en € cual el sedimento fue sustitui-
do por uno artificial (arena, caolinitay materia
organicaen unaproporcién de 70:25:5; sin me-
tal). Laduracion de exposicion fue de 96 hr. El
comportamiento y lasupervivencia se observa
rony compararon con losdel control. La deter-
minacion de la CL, para € Ni, se efectu6 a
través del método Probit con un programa de
software (DL50C S.B.I.-IRCT, Montepellier
1987). El estudio de toxicidad aguda fue reali-
zado para la posterior seleccion de la concen-
tracion de Ni a utilizar en el estudio de toxici-
dad subletal.

Toxicidad subletal: Seis lotes de diez
organismos cada uno se expusieron al siste-
made 15| de aguareconstituiday 75 g de se-
dimentos del estanque rustico sembrado con
diferentes concentraciones de Ni al equilibrio

(14.85, 15.58, 16.04, 16.25, y 16.64 mg/kg)
(niveles no letales del metal y estan dentro de
los limites permisibles), asi como un grupo
control (sedimento artificial; sin metal). Ca-
be hacer mencién que en ambas pruebas se
considero el contenido de Ni en el sustrato
(13.83 mg/kg).

Después de 110 hr, las branquias se extra-
jeron y homogeneizaron con amortiguador de
fosfatos (0.05 M) y NaCl (0.375 M). EI homo-
genizado se centrifug6é a 14 000 rpm durante
20 min a14°C. En €l sobrenadante se determi-
no la concentracion de MT, la actividad de la
OD y la concentracion de proteina.

Determinacion de Metaloproteina en
branquias: La determinacion de MT se reali-
z6 por el método de saturacion con plata (Ag)
(Sheuhammer y Cherian 1986). Preparado del
hemolizado de mamifero: 10 ml de sangre de
mamifero (mujer de 21 afios) se le adicionaron
20 ml de KCl a 1.5%, lamezcla se disolvid en
200 ml de agua desionizada y se le afiadi6 1.0
ml de heparina. El hemolizado se someti6 a
centrifugacion durante 5 min a 3 000 rpm. El
sobrenadante se desechd, y a precipitado sele
adicion6 32 ml de KCl al 1.15%, se agito y se
centrifugd nuevamente a 3 000 rpm durante 5
min. A lapastillasele adicion6 24 ml de TRIS
HCl 30 MM a pH 8 y se centrifugo a 10 000
rpm durante 10 min a 10°C.

Determinacion del efecto del Ni sobre
nivelesde MT en branquias detrucha ar-
coiris: a400 pl del sobrenadante de branquias
se le adicionaron 400 pl de solucién amorti-
guadoradeglicina0.5 M, pH 8.5y 250 pl de
solucion estéandar de Ag (1 000 mg/l), se agito
suavemente y se dejo reposar a temperatura
ambiente. Después de 5 min, sele adicionaron
100 pl de hemolizado (obtenido como arriba
se menciond). La mezcla se calenté a 75°C
durante 25 min y se centrifugé a 10 000 rpm
por 5 min. Este procedimiento serealizo 3 ve-
ces en el sobrenadante, el cual se resuspendio
en &cido nitrico a 3% en una proporcion 1:10
v/v y sele determind la concentracion de Ag
por espectrofotometria de absorcidn atémica.
El contenido de MT fue obtenido utilizando la
ecuacion:
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g MT/g detejido = (ppm de Ni en la muestra)
(2 nmol de Ni/58.71 ng de Ni) (1 nmol MT/7 nmol de Ni)
(6 000 ng MT/1 nmol MT) / g de tejido hiimedo.

Determinacion de la actividad de la o-
desmetilasa (McMahon et al. 1963) en bran-
quias. Laactividad de esta enzima fue evalua-
da através de la biotransformacion de para-ni -
troanizol (PNA) a para-nitrofenol (PNF).A 1.5
ml del sobrenadante de branquias (control e in-
toxicado con Ni) se le adicionaron 1.2 pmoles
de PNA y se incub6 a 37°C. Después de 60
min, lareaccion se detuvo con 1.0 ml de é&cido
tricloroacético a 30%. Las mezclas fueron
centrifugadas a 14 000 rpm durante 10 min a
14°C. El sobrenadante se mezcl6 con 2.0 ml de
NaOH 2 N. La absorbancia del PNF fue leida
a 400 nm en un espectrofotdmetro Varian mo-
delo DMS-90. Posteriormente la absorbancia
fue interpolada en la curvatipo de PNF.

Determinacion de Proteinas en Bran-
quias (Bradford 1976): A 100 W del sobrena-
dante de branquias se le adicionaron 5 ml de
reactivo de Bradford (100 mg de azul de Coo-
massie, se disolvieron en 50 ml de etanol a
95%, adicionando 100 ml de &cido fosférico y
[levando a un volumen de 1 000 ml con agua
desionizada). Después de 5 min se midié laab-
sorbancia a 400 nm en un espectrofotémetro
Varian modelo DM S-90. Posteriormente la ab-
sorbancia fue interpolada en una curvatipo de
abumina bovina.

Determinacion de Ni en sedimento: Pa-
raladeterminacion de Ni en sedimentos se em-
pleb latécnicaestablecidaen APHA, AWWAY
WPCEF, (1995). Posteriormente 10 g de sedi-
mento se sometieron a digestion écida con &ci-
do nitrico concentrado (1:10) durante 1 hr en
autoclave (15 Ibs de presién y 121°C). La con-
centracion de Ni fue determinada por absor-
cion atémica en un espectrofotdmetro Varian
Modelo AA-1475.

Analisis estadistico: Los resultados obte-
nidos fueron sometidos a un andlisis de varian
za de una sola via con € fin de detectar dife-
rencias significativas mediante € paguete de
Microsta. Posteriormente se efectud la prueba
de Dunnet (procedimiento de comparacion

multiple desarrollado para probar la hipétesis
nula deigualdad de |os diferentes tratamientos
comparados con €l testigo). El limite de signi-
ficancia estadistica establecida para esta prue-
ba fue p<0.05 (Glantz 1992).

RESULTADOS

Propiedades fisicoquimicas. Los sedi-
mentos de la granjatruticola retienen una gran
cantidad de agua, ya que su porcentgje de hu-
medad fue de 40.6%, ademés son ligeramente
acidos. Los resultados de textura muestran que
predominan las particulas arenosas (75.4%),
en tanto que los valores de limo y arcilla son
bajos. El contenido de materia organica fue al-
to, por lo que se pueden catalogar como extre-
madamente ricos en materia organica, segin la
clasificacién del manual de técnicas agricolas
(Navay Prado 1996). Su contenido de carbén
orgénico, nitrégeno total (inorganico y organi -
o), y su capacidad de intercambio cationico
también fueron elevados (Cuadro 1). El valor
de potencial redox fue de 198 mv, caracteristi-
ca que determina su capacidad oxidante (Bohn
et al. 1993).

Concentracion de Ni en sedimentos. La
concentracion de Ni en sedimentos (Cuadro 1)
fue mayor que en el agua (85.17%) (Martinez-
Tabche et al., en prep.).

Toxicidad aguda del Ni en O. mikiss:
Con el propdsito de conocer las concentra-
ciones de Ni que se utilizarian en los estudios
de toxicidad subletal, se determin6 laCL ,y
CL, -96 hr en agua con suspension de sedi-
mentos, estos valores fueron 16.64 y 28.13
mg/| respectivamente. Estos fueron cal culados
mediante el programa computarizado de Mont-
pellier (1986), basado en andlisis Probit.

Efecto del Ni sobre la produccion de
MT: Los organismos expuestos Unicamente al
sedimento de la granja presentaron 6.31 ug/g
de branquia (tgjido himedo) de MT, a diferen-
cia de los peces control (agua reconstituida)
cuyo valor fue de 5.51 pg/g de tejido. Con res-
pecto a las branquias de la trucha arcoiris ex-
puestas a diferentes concentraciones de Ni, los
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nivelesde MT se incrementaron conforme au-
mentaban los del metal en el sistema agua-sedi-
mento con Ni a equilibrio hasta 8.5 veces con
respecto al control (Dunnet, p<0.05) (Fig. 1A).

Efecto del Ni sobrela actividad de la o-
desmetilasa: La cantidad de PNF formado en
|os peces expuestos a 13.83 (cantidad presente
de Ni en los sedimentos de la granja), 14.85,
15.58, 16.04, 16.25, y 16.64 mg/kg de Ni sein-
crementé en 1.6, 2.5, 2.7, 3.2 y 3.5 veces res-
pectivamente con respecto al control (Dunnet,
p<0.05) (Fig. 1B).

Efecto del Ni sobre la concentracion de
proteinas: La concentracion de proteinas tota-
les en branquias de |os peces expuestos a sedi -
mentos con 14.85, 15.58, 16.04, 16.25, y 16.64
mg/kg de Ni a equilibrio, se incrementé en 2,
2.2, 2.4, 29 y 3.4 veces respectivamente con
respecto a control (Dunnet, p<0.05) (Fig 1C).

DISCUSION

L os sedimentos de un ecosistema acuético
representan la acumulacion de materiales
arrastrados, o bien producidos en € mismo
cuerpo de agua. La velocidad con que se acu-

mulan éstos, expresa la actividad de un cuerpo
de agua como receptor de contaminantesy co-
mo centro de actividad biologica (Margalef
1983). El contenido de arcilla en los sedimen-
tos de la granja en estudio fue de 12.4% (Cua-
dro 1). Estas particulas estan compuestas por
minerales, o cual le permite que su area super-
ficial por gramo (67 m2/g de sedimento) sea
casi 850 veces mayor que e de la arena (8
m2/g) (Scott-Fursmand 1997 y Margalef
1983). Esto permitira que la disponibilidad del
Ni alrededor de la columna de agua sea menor
y su retencion mayor. Estudios realizados por
Scott-Fordsmand (1997), determinaron que la
concentracion de Ni en suelos es altamente de-
pendiente de su texturay especialmente de su
contenido en arcilla. Otra caracteristica que
puede sugerir que la disponibilidad del Ni es
menor en los sedimentos de la granja “El Tru-
chdn”, es su alto contenido de materia organi-
ca(Cuadro 1), segiin laclasificacion de Navay
Prado (1996).

Este componente del sedimento puede
fluctuar en los diferentes cuerpos de agua, ein-
clusive en diversos sitios de muestreo de un
mismo lugar. La mayoria de sus propiedades
coloidales se deben al humus (&cidos fulvicos

CUADRO 1
Propiedades fisicoquimicas de los sedimentos de la granja truticola “ El Truchon”

TABLE1
Physical-chemical properties of the sediments of the trout farm “ El Truchén”

Parametro fisicoquimco Valor
Humedad (%) 40.66+0.9
Limo (%) 12.16+0.6
Arcilla (%) 12.42+0.5
Arena (%) 75.40£0.8
Tamafio de particula predominante (mm) 0.51 (arena)
pH 6.38+0.02
Materia orgénica (%) 10.18+0.3
Carbono organico (%) 5.91+0.20
Nitrogeno Total (%) 1.52+0.08
Capacidad de intercambio catiénico (meg/100 g) 260
Potencial oxido-reduccion (mV) 198+0.52
Ni (mg/kg) 13.83+0.8

Nota: Cada valor representa el promedio de 5 cuantificaciones + desviacion estandar.
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Fig 1. Efecto del Ni sobre branquias de trucha arcoiris O.
mykiss con respecto a (A) produccion de metalotioneina,
(B) actividad de la o-demetilasa y (C) concentracion de
proteinas.

Fig. 1. Effect on gills of the rainbow trout, O. mykiss
regarding to (A) metallotioneine production, (B) o-
demethylase activity and (C) protein concentration.

y humicos), cuya érea superficial puede ser
hasta de 900 x 10° m?/kg y por tanto su capa-
cidad de adsorcion es mayor que €l de las arci-
[las (Nriagu y Coker 1980).

Calmano (1996) encuentra que al decrecer
los valores de pH se incrementa el potencial
redox de los sedimentos. Los resultados obte-
nidos en este estudio concuerdan con este in-
vestigador, ya que los valores de pH del sedi-
mento de la granja son ligeramente &cidos con
un potencial redox elevado (198 mv) (Cuadro
1), lo cua le confiere propiedades oxidantes.
Esta propiedad le permitird que selleven aca
bo reacciones de oxido-reduccion del Ni con el
carbono, nitrégeno, azufre y oxigeno (presen-
tes en e sedimento), formando complejos in-
solubles, efecto que depende del pH. En aguas
naturales, en un intervalo de pH 5-9, € i6n di-
valente Ni®* predomina como (Ni(H,0),>*)
(Snodgrass 1980). En € caso de los sedimen-
tos de la granja con un pH de 6.3 (Cuadro 1),
es probable que esta forma sea la mas impor-
tante. Ademas, en este intervalo de pH €l Ni
puede ser adsorbido sobre 6xidos de Fey Mn,
formando complgjos con ligandos organicos
con &cidos himicos y fulvicos, asi como los
inorganicos con ClI-, SO 42', y OH’ (Snodgrass
1980).

La concentracion de Ni en sedimentos de
la granja “El Truchén “ fue de 13.83 mg/kg
(Cuadro 1), valor que esta dentro delos limites
considerados como seguros para ecosistemas
canadienses (18 mg/kg) (Smith et al. 1997),
pero no para los de Dinamarca (8.8 mg/kg)
(Scot-Fordsmand 1997). Asi mismo, los nive-
les de este metal en el agua de este reservorio
(2.05 mg/l) (Martinez-Tabche et al. in prep.)
no exceden a los establecidos como seguros.
Ambos resultados demuestran que e Ni pre-
senta una baja disponibilidad, ya que Unica-
mente e 14.82% del contenido total de este
metal en sedimento esliberado a agua. El ana-
lisis de estas propiedades fisicoquimicas indi-
caqueladisponibilidad del Ni esmuy baja, sin
embargo los resultados obtenidos en el conte-
nido de arena (75.4%), sugieren que ésta debe
ser mayor, ya gque |os espacios entre estas par-
ticulas facilitan € movimiento del aguay aire



INTERNATIONALJOURNALOF TROPICALBIOLOGYAND CONSERVATION 1165

en este sustrato, de tal forma que e Ni conte-
nido en estos estanques puede ser transportado
horizontal y verticalmente (Bohn et al. 1993).
Diferentes pruebas de toxicidad pueden
servir como herramienta para evaluar la toxici-
dad de un xenobidtico o sus mezclas, también
otorgan informacion sobre su disponibilidad.
LaCL ., a96 hr de suspension de sedimentos
de la granja sembrado con Ni en trucha arcoi-
ris fue casi igual (28.13 mg/l) a obtenido con
agua (29.1 mg/kg) (Martinez-Tabche et al. en
prep.), lo cua demuestra que la disponibilidad
del Ni es muy alta, probablemente porque este
sustrato esta constituido principalmente por
arena, y que sus otros componentes no estan
determinando la disponibilidad del metal, o
quizés, como se menciond anteriormente pue-
de formar otro tipo de compuestos derivados
del Ni quizds més toxicos que la sal de sulfa-
tos. Otra posibilidad seria que los sedimentos
de la granja contengan otro tipo de sustancias
gue estén potenciando €l efecto de este metal.
Por testimonios de los campesinos de la
granja“El Truchon” (Anénimo 1982), se men-
ciona que la produccion de la trucha disminu-
ye sobre todo cuando los organismos jévenes
se cultivan en los estanques rasticos, ya que és-
tos presentan en las branquias un moco, efecto
gue desencadenalaasfixiadelos animales. Asi
mismo, estudios realizados por Reid y McDo-
nald (1991) demostraron que la superficie
branquial de latrucha arcoiris esté cubierta por
con una capa de moco protector (restriccion de
agua y alimento, asi como a estrés quimico),
consistente de glicoproteinas, mucopolisacari-
dos (compuestos de peso molecular bajo) y
agua. Por o que en este estudio se determino
losnivelesde MT en homogeneizado de bran-
quias de peces obtenidos de la granja truticola,
cuyas condiciones de cultivo son Optimas. El
nivel de esta biomolécula en peces control fue
5.14 ug/g de tejido himedo, lo cual representa
€l 0.11% de las proteinas totales de este orga
no. Estos resultados concuerdan con los obte-
nidos por Hamilton et al. (1987), quienes ob-
servaron que la trucha brook previa exposicién
a cadmio, presentaba nivelesde MT similares
a los encontrados en este estudio. Probable-

mente laM Tque se secretd en las branquias de
los peces delagranjafue acausa del estrés por
ausencia de alimento, ya que éste se les retiro
durante 110 hr.

Son diferentes los metales (zZn, Cu, y Cd)
gue pueden producir MT en diferentes érganos
de peces, probablemente como mecanismo de
defensa (Brown et al. 1984, Hogstrand y Haux
1990 y Handy 1992). En este estudio a expo-
ner alos peces al agua con suspension de sedi-
mentos sembrados con Ni, esta biomolécula se
incrementd conforme aumentd la concentra-
cion del metal (Fig. 1). Este mismo comporta-
miento fue observado en el intestino de peces
escorpion intoxicados con 25 y 50 mg/l de Cd
(Brown et al. 1984). Estos estudios consideran
gue laproduccion de laMT en los peces esun
mecanismo de defensa que se desencadena al
estar en contacto con e metal. Probablemente
eslo que esta sucediendo en los sedimentos de
la granja, sin embargo, este efecto puede con-
tribuir a que este érgano se cubra de moco y
por lo tanto sus funciones se dafien y € pez
muera asfixiado, debido a que e intercambio
de oxigeno por €l bioxido de carbono no pue-
de llevarse a cabo.

Con los resultados obtenidos en la produc-
cién de MT en las branquias de los peces se
observo que existe una correlacion muy eleva-
daentre los niveles de Ni presente en los sedi-
mentos y la produccién de esta proteina
(r=0.915) (Fig. 1). En situaciones en donde la
concentracion de Ni es baja, se puede conside-
rar que la produccion de MT se desencadena
como un mecanismo de defensa, sin embargo
cuando el metal se encuentra a niveles atos,
como es el caso de la granja“El Truchén”, es-
te proceso se podria interpretar como una res-
puesta téxica. Diversos estudios informan un
comportamiento similar a encontrado en este
trabajo. Hamilton et al. (1987) al exponer la
trucha café a Cd, observo que laMT en higa-
do, rifién y branquias se increment6 hasta un
50% a aumentar la cantidad del metal. Asi
mismo estudios realizados por Hogstrand y
Haux (1990) confirman nuevamente lo ante-
rior, ya que a exponer a pez azul rayado la
MT hepética se incrementd6 en forma
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proporcional a aumentar los niveles de Cd
(0.27 hasta 22 mg/l).

El complgo enzimético Funcion Mixta
Oxidasa (FMO) ha sido identificado como un
sistema de detoxificacion importante en diver-
sos organismos. La presencia de FMO ha sido
identificada en algunas bacterias como Esche -
richia coli y moscas através de la oxidacion de
p-nitroanisol a p-nitrofenol, la cual se lleva a
cabo especificamente por o-desmetilasas (Lee
y Scott 1989, Edelson y McMulien 1977). Es-
te compl gjo enzimatico presente en muchos or-
ganismos participa de forma importante en la
autolimpieza que sellevaacabo en los cuerpos
de agua contaminados con diferentes xenobio-
ticos, ya que al ser biotransformados en com-
puestos més hidrosolubles, se atentia su toxici-
dad y permanencia en os mismos.

En diferentes estudios se informa que los
metales inhiben al complejo enzimético FMO.
Alvares et al. (1972) demostraron que los me-
tales divalentes (Hg y Pb) reaccionan con €l
NADPH (coenzima de la FMO) en tejidos de
ratas, de tal forma que puede detener €l proce-
so de biotransformacién de diversos xenobi6ti-
cos. En el presente estudio contrario alo espe-
rado, se observé un incremento en la produc-
cién de p-nitrofenol en el homogeneizado de
branquias de los peces expuestos alos sistemas
sedimento-agua-Ni. La actividad de la enzima
0-desmetilasa aumentd conforme se incremen-
t6 la concentracion del metal en el sistema. Se
ha informado que la induccion de la glutation
peroxidasa, gama-glutamil cisteina sintetasa 'y
glutation disulfuro reductasa por selenio, asi
como la homooxigenasa (enzima que forma
parte del sistema FMO) se induce por metales
divalentes entre los que se mencionaa Ni (Re-
petto 1995).

Maines y Kappas (1976) en un estudio
realizado con Co encontraron en higado de ra-
tas tratadas con este metal, una estimulacion en
la actividad de la hemooxigenasa microsomal.
Estos investigadores mencionan que el Co se
une con las fracciones tiol de la hemooxigena-
za, formando un complejo tritiol-Co, €l cual la
estimula en forma importante. Considerando
gue esta enzima participd en la o-desmetila-

cion del p-nitroanisol, es probable, que € Ni
también forme un complejo, € cual puedain-
ducir la enzima de novo y por lo tanto incre-
mentarse la produccion de p-nitrofenol en el
homogeneizado de branquias de trucha ex-
puesta a Ni.

Nascimiento et al. (1996), informan que
un pardmetro indicador del estado de salud de
un cuerpo de agua pueden ser las proteinas to-
tales, ya que su sintesis puede ser inducida por
€l estrés consecuenciade inanicion, temperatu-
ray xenobidticos. En un estudio realizado por
estos investigadores con la aimega asiética
Corbicula fluminea expuestas a diferentes
temperaturas, identificaron a dos proteinas es-
tresantes y las denominaron Hsp 60 y Hsp 10.

En este estudio se observé en los peces
expuestos a sistema agua-sedimento-Ni, un
incremento importante en la concentracion de
proteinas hasta 3.41 veces con respecto al cor+
trol, siendo este efecto dependiente de la con-
centracion del metal (Fig. 3). Este resultado
puede ser explicado debido aque €l Ni estimu-
la la sintesis de proteinas, entre las que se su-
giere estan las metaloprotinas (Hamer 1986).
Otra explicacion a esta respuesta seria la que
proponen Kacew y Singha (1980), quienes
mencionan que los metales pueden producir
alteraciones en las funciones enzimaticas, y
provocar un incremento en las proteinas (di-
recta o indirecta) como una respuesta compen-
satoria del organismo a posibles dafios estruc-
turalesy funcionales.

Para determinar si la produccion de MT
erapor € efecto directo del Ni o estaba ligada
con la produccion de proteinas, se calculé la
proporcion MT/proteina. Como puede obser-
varse esta relacion siempre sobrepasa el valor
deuno (Fig. 1), lo que sugiere que lainduccion
de esta biomolécula se lleva a cabbo como un
efecto neto por la presencia del metal, posible-
mente como un mecanismo homeostético para
evitar los efectos toxicos del Ni.

RESUMEN

Estudios previos indicaron la presencia de elevadas
concentraciones de niquel (Ni) en los estanques de la
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granja“El Truchén”, por tal motivo fue necesario estable-
cer correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas de
los sedimentos de este embalse y el dafio que puede produ-
cirse sobre la trucha arcoiris cuyo cultivo se lleva a cabo
en un reservorio denominado rastico. El estudio se inicio
con la determinacion de |l as propiedades fisicoquimicas de
los sedimentos de la granja, las cuales incluyeron: compo-
sicion granular, porcentaje de nitrégeno total, contenido de
materia organica, pH, potencial redox, capacidad de inter-
cambio catiénico y laconcentracion de Ni. Sedeterminé la
CLg, del Ni-96 H sobre Oncorhynchus mykiss en el siste-
ma agua-sedimentos de la granja-metal a equilibrio. En
este mismo sistema se evalud la toxicidad subletal del Ni,
mediante la determinacion de niveles de metalotioneina
(MT), la actividad de la o-desmetilasa (OD) y la concen-
tracion de proteinas. Los resultados muestran un incre-
mento significativo en los tres pardmetros bioquimicos,
observandose unarelacion linear entre efecto y concentra-
cién del Ni, por lo que estos biomarcadores de dafio se re-
comiendan para evaluar latoxicidad del Ni. Probablemen-
te estos efectos se deban a las propiedades fisicoquimicas
del sedimento que le confiere alta capacidad de absorber el
metal. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estu-
dio se sugiere a truticultor no emplear estanques risticos,
sino aquellos revestidos de concreto, para evitar la acumu-
lacién de sustancias toxicas o bien realizar remociones pe-
ri6dicas de su sedimento.
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