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respuestas fisioldgicas. Se presentan promedios + desviacién estandar.

Tabla 27. Relacion O:N generada durante el bioensayo fisiolégico en ostiones C.
virginica expuestos a Cr y Cd. Se presentan promedios + desviacion estandar.
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Tabla 29. Tasa baja de filtraciébn (L/h) determinada en ostiones durante la evaluacién
de efectos fisiologicos. Se sefialan valores promedio.
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a Cr y Cd durante las pruebas fisiol6gicas. Se sefalan promedios * desviacion
estandar.

Tabla 31. Asimilaciéon del alimento (cal/d) en C. virginica expuesto a Cr y a Cd. Se
presentan promedio + desviacién estandar.
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expuestos a Cry Cd.

Tabla 33. Concentracion de Cr en tejido posterior a la exposicion y FBC (promedio * DE).
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10 y 15 dias de exposicién al Cr y al Cd. Se indican promedios + desviacion

estandar.

Tabla 36. Correlacion entre el FBC y los parametros del campo de crecimiento.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de Cr y Cd en ostion
Crassostrea virginica (Gmelin) procedente de poblaciones nativas de la Laguna de
Mandinga, Veracruz, México. Se realizaron bioensayos agudos y subletales,
semiestaticos, con organismos sometidos a un periodo de mantenimiento previo,
en un sistema de circulaciéon cerrada con purificacion. Fueron alimentados con
Tetraselmis suecica (Kylin). Las condiciones fijas de ensayo (22 %o y 25 °C), fueron
controladas junto con el pH, el oxigeno disuelto y el amonio total, ademas de la
morfometria. Los metales se midieron por espectrofotometria de absorcion atomica.
Se obtuvo la concentracion letal media, con base en los niveles en el agua y en el
tejido. En la exposicion subletal se determinaron a nivel bioquimico dos
biomarcadores: metalotioneinas y lipoperoxidacion. A nivel fisioldgico: consumo de
oxigeno, excrecién nitrogenada, consumo de alimento y produccion de heces, con
los cuales se generaron las integraciones simples: relacion O:N, tasa de filtracion,
asimilaciéon y eficiencia de asimilacion, ademas de las integraciones complejas:
metabolismo basal y campo de crecimiento.

Las concentraciones letales medias (CLsp.168n = 11.09 mgCr/L y Clsg.72n = 24.87
mgCd/L), asi como la concentracion letal corporal de Cd (CLCsp.72n = 502.25
ugCd/gPS), mostraron un ajuste aceptable al modelo Probit log X, sin embargo la
de concentracion letal corporal de Cr (CLCso.168n = 475.85 pugCr/gPS), mostré mal
ajuste. La especie actu6 como un acumulador neto de Cd, pero no de Cr. La
resistencia de la especie fue similar a la registrada en estudios realizados en

latitudes mas altas.
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En el analisis bioguimico se observo induccion de metalotioneinas en ostiones con
6 h de exposicién a Cr. Los ostiones expuestos a Cd mostraron diferencias en el
tiempo con la mayor induccion, en la glandula digestiva de ostiones expuestos a
0.110 mgCd/L, donde se registré6 810.1 ug/g, y los valores fueron directamente
proporcionales al Factor de Bioconcentracién (FBC). Los expuestos a Cr no
superaron los 299.2 ug/g, y la induccién se asociéo a un menor FBC. ElI masculo
abductor no mostré relaciones relevantes con ninguno de los dos metales. La
lipoperoxidacion, se increment6 después de 6 horas hasta 213 nmol MDA/mg y 263
nmol MDA/mg, en organismos expuestos a Cd, aproximadamente al doble que los
controles, 133.5 nmol MDA/mg. En exposicion a Cr, las diferencias fueron
evidentes hasta las 72 horas, con promedios de 272 nmol MDA/mg y 157 nmol
MDA/mg. Hubo incremento de metalotioneinas a las 6 h de exposicién exposicién a
Cr y de lipoperoxidacion a las 72 h, el incremento de lipoperoxidacion por
exposicion a Cd después de las 6 h, permite suponer que la induccion de
metalotioneinas pudo ser anterior a ese plazo.

En la evaluacion fisioldgica, la condicidon de los organismos control fue buena hasta
el final del bioensayo de veinte dias, observandose en ellos ganancia de peso. La
relaciéon O:N, indicO estrés metabdlico como consecuencia de la exposicion, en las
concentraciones mas altas de ambos metales, con valores minimos el dia 3 en
exposicion a Cd y el dia 5 en exposicién a Cr. Esos valores se asocian al consumo
de proteinas propias del animal, mientras que en las concentraciones mas bajas de
exposicion se observaron valores asociados al consumo de carbohidratos el dia 14

en exposicion a Cd y el dia 19 en exposicién a Cr. La filtracién en los organismos
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mostro dos tasas, una alta que fue mas frecuente en los controles y una tasa baja.
En organismos expuestos a Cr, las tasas de filtracion no evidenciaron la influencia
del metal y la ingestion de alimento fue igual o superior a los controles, pero hubo
pérdida caldrica en heces fecales. Al igual que los controles, los expuestos a Cr, se
encontraron en zona de tolerancia metabdlica, en los dias 5, 10 y 15 pero
mostraron mayor consumo de energia para mantener metabolismo basal en
exposicion a 0.080 mgCr/L. El consumo energético en expuestos a 0.180 mgCr/L
fue similar al de controles, pero estos animales ingirieron mas alimento, tuvieron
pérdida caldrica en heces, mayor consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada el
dia 10, lo que coincidié con un menor aprovechamiento del alimento y con pérdida
en peso. El FBC no tuvo correlacion con los pardmetros fisiol6gicos. Los ostiones
expuestos a Cd no mostraron tasas altas de filtracion y presentaron menor
asimilacion, y eficiencia de asimilacion. EI campo de crecimiento indicé que los
organismos expuestos a 0.095 mgCd/L se encontraban en racion de mantenimiento
y los expuestos a 0.170 mgCd/L, en zona de resistencia. EI Cd generd un fuerte
consumo de energia para mantener la metabolismo basal. EI FBC fue proporcional
al gasto por respiracion, excrecion nitrogenada y heces, mientras que la ingestion
fue inversamente proporcional, al igual que el campo de crecimiento.

Los efectos observados, implican que, aunque C. virginica no es un acumulador
neto de Cr, puede incorporarlo en grandes cantidades y generar un esfuerzo
metabdlico para mantener la homeostasis. Por otro lado, los niveles de Cd
presentes en Mandinga, podrian representar un peligro para C. virginica, y la salud

humana. Las temperaturas elevadas de las lagunas costeras mexicanas
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representan un riesgo porque las variaciones ambientales pueden generar estrés

metabolico, asi como incrementar la biodisponibilidad de los metales.

ABSTRACT

The objective of the present research was to find out the effect of Cr and Cd in the
oyster Crassostrea virginica (Gmelin), from native populations of the Mandinga
Lagoon, Veracruz, Mexico. Acute and sublethal semistatic bioassays were
performed with organisms previously kept on a maintenance period in a closed
circulating system with filtration, they were fed with Tetraselmis suecica (Kylin).
Fixed conditions of the assay (22 %0 and 25 °C) were controlled together with pH,
dissolved oxygen and total ammonia, besides the morphometry. Metals
concentrations were measured by atomic absorption espectrophotometer. Mean
lethal concentrations were obtained with levels in water and in tissue. In the
sublethal exposure, were assessed two biomarkers: metalothionein and
lipoperoxidation. In the physiological level: oxygen consumption, nitrogen excretion,
food consumption, and faeces, were evaluated. Physiological data generated
simple integrations as: O:N ratio, filtration rate, assimilation and assimilation
efficiency and besides the complex integrations: basal rate and scope for growth.

Mean lethal concentrations (LC s50.168n = 11.09 mgCr/L and LCso.72n = 24.87 mgCd/L,
and), as well as Cd mean lethal body concentration (LBCsp.7 n = 502.25 ugCd/gDW),
showed an acceptable fit to the Probit log X model, but a badfit for Cr body

concentration (LBCso.168n = 475.85 ugCr/gDW). The species behaved as a net Cd
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accumulator, but not in the case of Cr. The species resistance was similar to studies
performed in higher latitudes.

Biochemical analysis indicated that metalothionein was induced in oysters with 6 h
of exposition to Cr. Oysters exposed to Cd showed differences in time with the .
highest induction in digestive gland of oysters exposed to 0.110 mg Cd/L, where
810.1 pg/g, was registered and the values were directly proportional to the
bioconcentration factor (BCF). The Cr exposed organisms did not exceed 299.2
ug/g; the induction was associated to a lower BCF. Abductor muscle did not show
relevant relationships for both metals. Lipoperoxidation increased after 6 hours in
Cd exposed organisms until 213 nmol MDA/mg and 263 nmol MDA/mg, almost
twice the control value, 133.5 nmol MDA/mg. In Cr exposition, differences were
evident at 72 hours with 272 nmol MDA/mg and 157 nmol MDA/mg, in average.
Metalothionein increased after 6 h and lipoperoxidation after 72 h in Cr exposure,
lipoperoxidation increase after 6 h in Cd exposure permits to suppose that
metalothionein could be induced before.

Condition in control organisms was good until the end of the twenty days bioassay
in the physiological evaluation, with weight increase. The O:N ratio indicated
metabolic stress as a consequence of exposure, in the highest concentrations of
both metals, with minimum values in the third day with Cd exposition and in fifth day
with Cr exposition. Those values were associated to own animal protein
consumption, meanwhile in the lowest concentrations, values associated to
carbohydrates consumption were observed in day 14 in Cd exposition and in day 19

in Cr exposition. Filtration presented two rates in organisms, a high rate, more
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frequent in controls and a low filtration rate. In organisms exposed to Cr, filtration
rates did not evidence the metal effect, and the food ingestion was equal or superior
to the controls”, but there were caloric losses in faeces. The controls and those
oysters exposed to Cr were in the tolerance metabolic zone, in days 5, 10 and 15,
but these presented more energy consumption to maintain basal rate in exposition
to 0.080 mgCr/L. Energetic consumption in those exposed to 0.180 mgCr/L was
similar to controls, but food ingestion, caloric loss by faeces, oxygen consumption,
and nitrogen excretion were higher in those animals in day 10, which coincides with
a lower food utilization and this, with the weight loss. The BCF was not correlated to
the physiological parameters. Oysters exposed to Cd did not show high filtration
rates and presented lower assimilation and assimilation efficiency. Scope for growth
indicated that the organisms exposed to 0.095 mg Cd/L were in maintenance ration,
and those exposed to 0.170 mgCd/L in the resistance zone. Cd generated a strong
energetic consumption to maintain basal rate. BCF was proportional to oxygen
consumption, nitrogen excretion and feces waste, meanwhile the ingestion, the
same as the scope for growth were inverse proportional.

The observed effects imply that even if C. virginica is not a net Cr accumulator, it
can incorporate important quantities, and generate a metabolic effort to maintain
homeostasis. In the other hand, actual Cd levels in Mandinga could represent a
danger to C. virginica and human health. The elevated temperatures in Mexican
coastal lagoons represent a risk, because environmental variations can generate

metabolic stress, as well as increase the bioavailability of metals.
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Los ambientes acuaticos han sido modificados como consecuencia de las
actividades humanas. Es frecuente que las zonas costeras de México presenten
deterioro. Sin embargo, los estudios relativos a los efectos que tienen los diversos
téxicos que se encuentran en el ambiente sobre los organismos, son escasos. La
investigacion sobre la contaminacion en las costas mexicanas, como es el caso
del Golfo de México, se ha enfocado casi exclusivamente a la determinacion de
las concentraciones de los téxicos en el agua, el sedimento y los organismos, tal
como se plantea en trabajos de recopilacion como los de Paez (1996a) y
Villanueva y Botello (1998). Algunos autores plantean que la capacidad para
resolver los problemas de contaminacién esta limitada, debido a la escasez en el
conocimiento de las propiedades bésicas, la estructura y la funcion de los
ecosistemas, asi como los efectos de los contaminantes (Servos, 2000). Los
ambientes mas estudiados se encuentran en zonas templadas, lo que ha derivado
en la tendencia a utilizar los resultados obtenidos en estas zonas, como
adecuados para interpretar los efectos en zonas tropicales.

Las zonas tropicales, como es el caso de las lagunas costeras, son
particularmente vulnerables, ya que son altamente productivas y cuentan con una
alta diversidad. Los contaminantes son arrastrados a las zonas costeras y a los
ambientes lagunares estuarinos en el agua de rios en forma disuelta o particulada,
0 por escorrentia de lluvia y suelen precipitarse al entrar en estos, lo que genera
que las lagunas costeras actien como trampas de contaminantes (Contreras,
1985). Algunos agentes toxicos, como los metales, son ampliamente utilizados en
diferentes industrias en la region, motivo por el cual, los niveles han tendido a

aumentar (Paez, 1996a). El incremento de metales como el cromo y el cadmio, en
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cuerpos lagunares costeros mexicanos, involucra la necesidad de establecer si
existe riesgo para las especies que viven en ellos.

El cromo, es un metal esencial en el metabolismo. No obstante, puede ser téxico
en concentraciones elevadas, mayores a la capacidad de regulacion de los
organismos. Se ubica en el grupo VI de la tabla periédica, con valencias -2, +2, +3
y +6. Este metal se utiliza en diversas industrias para la elaboracién de colorantes,
pigmentos, plagicidas, cromado, electrolitos, galvanoplastia, curtido de pieles,
tincién de textiles, quema de combustibles, explosivos, y en la industria quimica,
minera y de fotograbado (Figueroa, 1990). La forma Cr ** promueve la accién de la
insulina, por lo que existe cierta regulacion. Cantidades excesivas se excretan por
orina, excrecion biliar, cabello, ufias, leche y sudor en el hombre (Albert, 1997), en
otros organismos, como cangrejos, se excreta por branquias y en bivalvos como
ostiones y almejas, (C. virginica y M. edulis, L.) por manto y glandula digestiva
(Espina y Vanegas, 1996b). El Cr se introduce a los organismos a través de las
vias digestiva, cutanea y respiratoria, y puede entrar en diferentes estados de
oxidacion; con valencia 6° como trioxido de cromo, cromato o dicromato; con
valencia 3" como 6xido crémico e ién cromico; con valencia 2* como ién cromoro; e
incluso con valencia 0 como cromo metdlico. De estos, el Cr’* es fuertemente
oxidante y corrosivo por lo que es mas toxico que las formas restantes (Albert,
1997).

Se considera que el cromo tiene menor toxicidad que el cadmio, y no causa dafio
en cantidades traza (Goyer, 1991), sin embargo, la forma Cr®*, es muy soluble y
penetra a las células mas faciimente, que el Cr¥*, que es insoluble. El Cr es

afectado por el potencial redox en la columna de agua, de manera que su toxicidad
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depende de diversos factores ambientales, como la temperatura y la salinidad, que
presentan variaciones e influyen en la especiacion del metal. Usualmente en el
agua, el Cr forma complejos, principalmente hidréxidos, sin embargo, no es raro
encontrarlo asociado a materia organica (Botello, 1994; Sadiq, 1992), lo cual, lo
hace accesible a los organismos.

El cadmio, es un metal sin funcion biolégica conocida, que se ubica en la tabla
periddica en el grupo Il B, con valencia 2*. Su uso es comun en la fabricacion de
pigmentos, pinturas, baterias, como estabilizador del PVC, recubrimiento de otros
metales, en procesos de galvanoplastia, electroplateado, aleaciones,
acumuladores, soldadura, reactores nucleares, joyeria y otros (Albert, 1997). En el
agua dulce suele presentarse como ién libre disuelto, aunque la dureza, el pH, la
presencia de complejos solubles y sulfuros coloidales influyen en su solubilidad.
En el agua el i6n Cd** puede encontrarse como CdSO,, Cd(OH), y CdCl. La
proporcion de cada una de estas especies quimicas depende de la presencia de
otros iones y de factores ambientales. Por ejemplo: en ambientes estuarinos, una
alta proporcién se asocia a particulas formando complejos de cloro. A su vez, la
modificacion de la especie quimica por variaciones en el pH, la temperatura y la
salinidad, afecta su toxicidad (Sadig, 1992). También se deposita en los
sedimentos quedando asi atrapado en aguas costeras y estuarios. Esta
inmovilizacion es potencialmente peligrosa, ya que puede llegar a disolverse si el
pH disminuye (Badillo, 1990). Los sedimentos contaminados pueden permanecer
como una fuente de metales, aln después de que la incorporacion del metal en el

ambiente ha cesado (Ford, et al., 1998).
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Dado que es un metal sin funciébn biolégica conocida, pero tiene un
comportamiento similar al de muchos iones (como el Ca y el Zn), interfiere en
diferentes rutas metabdlicas. Puede interactuar con los canales de calcio en la
membrana celular, y con los grupos tiol de las proteinas afectando mudltiples
procesos, asi como sustituir al calcio en los huesos (Souza, 1996), por solo
mencionar algunos de los efectos de este metal. La importancia de determinar los
efectos por exposicion a este metal, radica en que es toxico para todas las formas
de vida.

Los efectos adversos de ambos metales han sido evaluados en muchos
organismos incluyendo moluscos (EPS, 1990; Pawlisz et al., 1997; Widdows, 1993)
y programas como Mussel Watch los han estudiado por décadas. Existe un
consenso general en relacion a que las especies estuarinas son mas vulnerables
que las marinas a la accion toxica de los metales, ya que se encuentran sometidas
a estrés por las continuas variaciones en las condiciones naturales, de manera que
la presencia de un factor adicional de estrés, representado por algun toxico
contaminante puede generar una respuesta rapida (Espina y Vanegas, 1996 b).
Recientemente, en varios paises se ha regulado el uso de los moluscos como
biomonitores marinos (Franco et al., 2002), debido a que el monitoreo quimico no
provee informacion directa sobre los efectos bioldgicos, derivados de la accion de
los téxicos ambientales. Si bien el analisis quimico de las concentraciones de
xenobiodticos en agua, sedimento y organismos, proporciona datos Utiles en la
prediccion del efecto potencial, se requiere de investigaciones que hayan
relacionado exitosamente los niveles de contaminantes con las respuestas de los

sistemas biolégicos (Lam y Gray, 2003). De tal manera, para generar medidas de
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proteccion para las especies, por efecto de los contaminantes, es necesario
conocer, los efectos adversos en los organismos (Chapman, 2002).

Debido a la complejidad del medio y sus variaciones, ciencias como la toxicologia
y el conocimiento de la dinamica del comportamiento de los contaminantes en el
ambiente, se han retroalimentado generando los estudios ecotoxicolégicos, los
cuales intentan explicar los mecanismos de intoxicacion y demostrar los efectos de
los contaminantes en los organismos (Baird et al., 1996).

Una de las herramientas en el analisis ecotoxicolédgico es el uso de bioensayos, en
los que una amplia gama de indicadores puede utilizarse para la determinacion de
efecto subletal de mdultiples estresores ambientales, incluyendo los contaminantes
(Simkiss y Masson, 1983). Las respuestas al estrés ambiental son evaluadas a
diferentes niveles de organizacion biolégica, incluyendo escalas espaciales y
temporales amplias (Forbes y Depledge, 1996) y comprenden tanto respuestas
integrales como especificas. En este sentido, diversas respuestas moleculares y
biomarcadores de exposicion son factibles de ser utilizados como un reflejo
especifico de la presencia de un contaminante, en condiciones de exposicion
cronica o subletal. A la vez, diversas respuestas biolégicas dan cuenta de la
magnitud del dafio de estos contaminantes sobre la biota (biomarcadores de
efecto) (Widdows y Donkin, 1991; Widdows, 1993; Word et al., 1997). Los
biomarcadores son sefiales identificables a diferentes niveles de organizacion
biolégica, que proporcionan advertencias tempranas del dafio (Koeman, 1991). La
deteccion temprana de dafio en organismos que habitan areas impactadas brinda
informacién importante para los estudios de diagnéstico ambiental y de proteccion

a los sistemas.
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En México, los estudios efectuados en almejas y ostiones sugieren su utilidad como
biomonitores, ya que por su hébito filtrador, pueden acumular metales (Ruelas-
Inzunza y Paez-Osuna, 2000). Particularmente, el ostion Crassostrea virginica se
considera un buen indicador para evaluar los aportes de contaminantes, ya que las
concentraciones de metales que incorporan, varian reflejando las del ambiente;
esta especie se encuentra ampliamente distribuida en las costas del Atlantico de
Norteamérica y la literatura sobre su fisiologia es abundante. Sin embargo, existen
pocos trabajos que integran los aspectos fisioldgicos en la habilidad de los ostiones
como indicadores de acumulacién de metales (Phillips, 1980). En México no
existen estudios relativos a la sensibilidad de las poblaciones nativas de C.
virginica a los metales o a otros xenobibticos ambientales.

Las respuestas fisiologicas del ostion pueden ser utilizadas como biomarcadores
del efecto total de los toxicos en el organismo, y estas respuestas, aunadas a
biomarcadores bioquimicos especificos, en conjuncion con la bioconcentracion
permitirian corroborar si las modificaciones se relacionan con la exposicion a los
toxicos de interés.

Diversas respuestas fisiologicas pueden ser Utiles para determinar los efectos de
estresores ambientales. Existen integraciones simples y complejas. Entre el primer
tipo, se incluyen: parametros morfométricos como la relacion entre la longitud y el
peso (Powell, et al., 1992); el indice de condiciébn (Walne, 1984); también se
incluyen la tasa de filtracion, la eficiencia de asimilacion y la razon O:N;
integraciones complejas, como el campo de crecimiento, proporcionan informacion

sobre el balance energético del animal (Widdows y Donkin, 1991).
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La filtraciobn es considerada una medicion indirecta del consumo de alimento de
cierta biomasa de ostion. La actividad filtradora puede ser relacionada con el
consumo de oxigeno y permite establecer el valor energético del alimento
consumido (Griffiths y Griffiths, 1987). A su vez, la eficiencia de asimilacion del
alimento ingerido, es un parametro de primer orden que puede ser utilizado
sistematicamente para comparar la biodisponibilidad de diversos contaminantes. La
eficiencia de asimilacion, acoplada con la estimacion de la incorporacion de los
contaminantes desde ambientes acuéticos, permite determinar la importancia
relativa de la exposicion por agua o por la dieta, ya que la bioacumulacion de los
metales en invertebrados acuaticos esta fuertemente relacionada con los cambios
en esta eficiencia. Su evaluacion es critica en la determinacion de la toxicidad de
un contaminante por transferencia tréfica y la biomagnificacion (Wang y Fisher,
1999).

Por otro lado, la razén O:N, evalla la relacion entre el consumo de oxigeno y la
excrecion nitrogenada, y es considerada un indicador de estrés fisiolégico
estimando los cambios en el sustrato energético utilizado por los organismos
(Mayzaud y Connover, 1988). A la vez, la tasa metabdlica (consumo de oxigeno),
asociada con el consumo de alimento también manifiesta si existe un estrés
fisiologico, ademéas de que permite calcular la metabolismo basal, que a su vez
indica cuales son los requerimientos energéticos del animal para sobrevivir
(Griffiths y Griffiths, 1987).

Las integraciones complejas, como el campo de crecimiento, permiten evaluar la
energia disponible para crecimiento y desarrollo. Ademas, en estudios cronicos del

efecto de xenobidticos en bivalvos, puede orientar sobre algunos de los
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mecanismos de toxicidad, asi como mostrar la sensibilidad de los organismos de
prueba y los efectos en el crecimiento, (Widdows, 1978). La investigacion sobre
energética fisiologica, asociada a la acumulacion de los toxicos en los tejidos,
proporciona a la vez, informacion util para establecer una base de datos, que
permita la interpretacion apropiada de los datos derivados de los programas de
monitoreo quimico en los organismos (Widdows y Donkin, 1991). De esta manera,
las respuestas fisiologicas a la exposicion a toxicos pueden ser una herramienta (til
para evaluar, explicar y predecir sus efectos, y ademas brindar informacion atil en
la toma de decisiones relativas a los niveles aceptables en el ambiente.

Se debe considerar, sin embargo, que existen variaciones en las respuestas
fisiologicas y algunas no son especificas para un toxico en particular, por lo que es
necesario asegurar que estas respuestas sean consecuencia de la exposicion a
los toxicos de interés. Debido a ello se requiere de la determinacion de algunas
respuestas especificas a nivel molecular. Estas, pueden sondearse por la
activacion o inhibiciébn de procesos, y/o por su interferencia a nivel bioquimico
(Hodgson y Levi 1987). Asi, los biomarcadores de exposicion indican si el toxico
en estudio, ha generado una respuesta especifica cuantificable.

Uno de los biomarcadores utilizados para evaluar efectos de metales esta
constituido por las proteinas denominadas metalotioneinas. Estas tienen bajo
peso molecular, y su composicién incluye aproximadamente 30% de cisteina. El
grupo tiol de este aminoéacido, facilita su unién con metales. La expresion de las
metalotioneinas estd regulada por patrones complejos y se asocian a los
requerimientos de metales esenciales. Particularmente en el caso de C. virginica,

desempefian un papel importante en la regulacién del Zn, metal que ingresa en
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grandes cantidades y es excretado rapidamente del organismo. El balance del Zn

y el Ca estan relacionados entre si, ambos tienen que ver con la fijacién del Ca en

las valvas y por lo tanto con la resistencia de las mismas y el crecimiento del

organismo. En presencia de cantidades excesivas de Zn, u otros metales

esenciales como el Cr, o bien, en presencia de metales no esenciales como el Cd,

la sintesis de metalotioneinas se incrementa (Roesijadi, 1996b). La metalotioneina

unida a metales que no tienen una funcién biologica definida queda inhabilitada

para sus funciones. El Cd desplaza los metales esenciales de las metalotioneinas

y queda fijo en ellas, por lo que el organismo queda privado de importantes

metaloenzimas, que actian como cofactores en diversas funciones metabdlicas.

La metalotioneinas asi secuestradas se acumulan dentro de la célula (Goyer,

1991).

Un segundo biomarcador de importancia, es el dafio por estrés oxidativo, fendbmeno
comun en condiciones de estrés fisiolégico. El estrés oxidativo, consiste en la
generacion de radicales libres que, entre otros efectos, se manifiestan por el
incremento en la oxidacion de los lipidos de la membrana, conocida también como
lipoperoxidacion. El dafio peroxidativo no se genera solo por lipoperoxidacion, sino
por intermediarios electrofilicos que pueden interactuar con otros sitios nucleofilicos
de la célula, incluyendo el glutation y las proteinas que presentan el grupo tiol,
generando a su vez, el estrés oxidativo en toda la célula. En los &cidos nucleicos se
encuentran también sitios nucleofilicos, por lo que la generacion de radicales libres
se relaciona ademas con mutagénesis y carcinogénesis a través de varios

procesos. Algunos metales se consideran especies oxigeno reactivas porque

10
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favorecen la generacion de radicales OH". Es conocido el hecho de que el Cd y el
Cr producen cancer (Goyer, 1991), por lo que el estrés oxidativo podria asociarse a
la exposicion a ambos metales. Ademas, el Cr ® al ser un agente oxidante y
corrosivo (Albert, 1997) es asociado también con estrés oxidativo. El efecto del Cd
en la lipoperoxidacion se relaciona con la interaccion con los grupos sulfihidrilo de
las proteinas, aunque los mecanismos no son del todo conocidos (Souza et al.,
1996).

Recientemente, se ha considerado, que las concentraciones de los metales
acumuladas dentro de los organismos, constituyen mejores indicadores del impacto
bioldgico potencial que las concentraciones en el ambiente, debido a que la
biodisponibilidad del metal es tomada en cuenta automaticamente (Borgmann,
2000). La fraccion biodisponible de los metales constituye el mayor peligro para la
biota (Soto-Jimenez et al., 2001). Wood et al. (1997), indican que éste tipo de
acercamiento puede ser util para predecir la toxicidad de los metales inducida
desde el agua hacia los organismos benténicos. Aunque existen otras vias de
entrada de ambos metales hacia los organismos, en el caso de los filtradores, la
principal es el agua, ya que estos viven en contacto con ella (Neff, 2002; Reboucgas
et al., 2005).

En la especie seleccionada para este estudio, Crassostrea virginica, los estudios
realizados en México, han abordado aspectos relativos a su biologia y su cultivo
para la explotacion comercial, (Camacho et al.,, 1980; Walne, 1984; SEPESCA,
1988). No obstante, los estudios sobre el efecto de los xenobidticos ambientales

son limitados. En el mismo taxa de otras zonas geograficas, se ha determinado la

11
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concentracion letal media (CLsp) de Cry Cd en embriones (Calabrece et al., 1973),
pero no se ha realizado su evaluacion en el caso de adultos. Los adultos cuentan
con ciertas adaptaciones fisiologicas particulares, como el hecho de que pueden
permanecer cerrados por periodos considerables, modificando los efectos toxicos
de los contaminantes. El periodo de cierre de valvas, es proporcional a la
concentracion del toxico (Galtsoff, 1964). Este comportamiento le confiere a la
especie una gran resistencia, aparentemente. Sin embargo, en concentraciones
bajas de téxicos, el periodo de cierre de las valvas es menor y el organismo puede
estar en contacto con el contaminante durante méas tiempo, de manera que el
riesgo por exposicion en bajas concentraciones, puede ser mayor, ya que se
pueden generar efectos dafinos en plazos menores.

C. virginica es una especie de importancia ecologica, debido a la elevada tasa de
eliminacion de particulas, reciclado de nutrientes y biodepositacion (Ward et al.,
1994). Especies relacionadas, como C. gigas (Thunberg), se han utilizado como
filtros para disminuir el fitoplancton que afecta los niveles de nutrientes en varios
ambientes acuaticos. De tal manera, la actividad filtradora de estos bivalvos ha sido
utiizada como un indicador de la salud ambiental de algunos ecosistemas
acuaticos (Shpigel y Blaylock, 1991).

C. virginica se encuentra ampliamente distribuida en las lagunas costeras del Golfo
de México, siendo la laguna de Mandinga, ubicada en el estado de Veracruz, uno
de los ambientes donde se cultiva. Este cuerpo de agua tiene importancia ademas
por la extraccion de otras especies de interés comercial, como son el robalo, el
bagre y el camaron (Contreras y Castafieda, 1995; Botello, 1994). Las

concentraciones de metales toxicos en Mandinga, se consideran intermedias

12
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comparadas con otras lagunas costeras del Golfo de México (Villanueva y Botello,
1998). Esta laguna se encuentra bien comunicada y accesible, de manera que
constituye un sitio conveniente para la extraccion de los organismos de esta

especie.

1.1 ANTECEDENTES.

La especie C. virginica se extrae de varias lagunas costeras del Golfo de México y
representa un recurso importante a nivel nacional. Su produccion en el estado de
Veracruz ha ocupado del primer, al tercer lugar, a nivel nacional de 1996 a la fecha,

solo por debajo de Sinaloa y Sonora (http://wwwsiap.sagarpa.gob.mx). La

produccion en el estado de Veracruz fue de 33,737 Ton en 2004

(http://veracruz.com).

En las lagunas costeras de Veracruz (tabla 1), los niveles de Cr y Cd se han
reportado por debajo de los limites establecidos para aguas residuales que vierten
a cuerpos acuaticos con actividad pesquera o a estuarios, segun la actual
legislacion mexicana (tabla 2). Sin embargo, en el caso del Cd, los limites para la
proteccién de la vida acuatica han sido rebasados en el agua de lagunas como
Tamiahua y Tampamachoco (Rosas et al, 1989; Rosas et al, 1983). A su vez, los
limites del Cr, han sido rebasados en las lagunas de Pueblo Viejo y el Canal del
Chijol (Robledo, 1987; Avila Pérez y Zarazua-Ortega, 1993). En otras lagunas,

como el Llano, la Mancha y Salada, ambos metales se encuentran en
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Introduccién

concentraciones bajas en agua; sin embargo, de acuerdo con Botello (1994), no

permanecen mucho tiempo en fase soluble y se acumulan en el sedimento,

superando con mucho las del agua. Como se aprecia en la tabla 1, los registros

recientes de ambos metales, indican valores mayores, en lagunas como Pueblo

Viejo, Tamiahua y Tampamachoco (Contreras, 1996).

Tabla 1. Concentraciones en agua, sedimento y ostion en lagunas costeras
del Estado de Veracruz.

Laguna Referencia CROMO CADMIO
Agua (mg/L) | Sedimento Ostion Agua Sedimento Ostion
(ng/gPs) (no/gPS) | (mglL) (ng/gPS) | (ng/gPSs)
Pueblo Robledo, 1987 51.0 2*
Viejo Contreras, 1996 65.41(90.77) 3.08 (6.59)
Canal del Avila-Pérez y Zarazua- 42 (90)* 20*
Chijol Ortega, 1993
Tamiahua Rosas et al., 1989 0.04 (0.05) | 0.54(0.93) 0.03* 0.16 (1.01)
Contreras, 1996 54.64 (101.2) 3.36 (4.98)
Tampama- Rosas et al., 1983 0.001 9.55 0.89 0.001* 0.098 2.06*
choco Contreras, 1996 35.45 (50.6) 3.16 (4.12)
Sonteco- Gonzalez-Fierro et al., 1994 74.1(150.6) 6.23 1.43 (2.7) 2.48*
mapan
El Llano Botello, 1994 <0.13 34.25(58.95) | 4.57(5.74) | <0.025 1.44 (2.07) | 1.1(1.15)*
Villanueva y Botello, 1998 36.24 4.58 1.35 1.11*
La Mancha | Botello, 1994 <0.13 49.75 (75.65) | 1.60 (2.0) | <0.025 1.35(2.08) | 6.4 (10.4)*
Villanueva y Botello, 1998 49.75 5.13 1.47 1.34*
Salada Botello, 1994 <0.13 29.68 (45.11) <0.025 2.2 (3.06)
Villanueva y Botello, 1998 29.69 2.20
Rosas et al., 1983 0.004 7.43 224 0.002 0.015 1.54
Mandinga Botello, 1994 45.74 (64.57) | 3.8 (4.19) 1.22 (2.07) |1.15(2.24)
Villanueva y Botello, 1998 21.92 3.32 1.09 3.13
Alvarado Rendén et al., 1995 1.55 0.27
Villanueva y Botello, 1998 159.73
El Osti6n Villanueva y Botello, 1998 140.70 N.D. N.D. N.D.

N.D. No Detectable; Concentracién promedio (Concentracion maxima); * concentraciones por arriba de los limites maximos

permisibles establecidos en diversas normas; gps, gramos de peso seco.

Como se aprecia en la tabla 2, se han establecido los limites de concentracion

maxima permisible de Cd en tejido de ostion para consumo humano en México
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(NOM-031-SEMARNAT-1996); no obstante, no se cuenta con limites establecidos
para Cr en ostion. Las concentraciones usualmente detectadas, aparentemente son
seguras para el consumo humano, considerando los limites establecidos para Cr**
por la Food and Drugs Administration (FDA, 1993). No obstante, algunas
investigaciones previas, cuya interpretacion se basé en la legislacion de otros
paises, indican que en C. virginica se rebasan los limites para Cr y para Cd

(Villanueva y Botello, 1992).

Tabla 2. Limites maximos permitidos para el cromo y el cadmio.

Referencia Uso asociado Limite méximo permitido
(promedio diario)

NOM-001- Concentraciones en descargas de agua residual Cromo Cadmio

SEMARNAT-1996 | a cuerpos de agua costeros con actividad: (mg/L) (mg/L)
Pesquera 1.0 0.2
Estuarios 0.5 0.2

Comisién Nacional | Para proteccién de la vida acuatica en agua 0.01 0.0002

del Agua, 2003 costera y estuarios

NOM-031-SSA1- | Concentracion permitida en tejido de ostion para * 0.5 pg/g

1993 consumo humano (peso himedo).

FDA, 1993 Concentracion permitida en tejido de ostion para 17 pgl/g *
consumo humano (peso himedo).

* no existen.

Considerando las concentraciones en el sedimento, en donde los metales
permanecen mas tiempo, se ha observado un aumento de los niveles de Cr y Cd.
Este se atribuye a las descargas de rios y a actividades diversas llevadas a cabo
en las riberas, por lo que las fuentes son heterogéneas (Rosas et al., 1983; Botello,
1994; Villanueva y Botello, 1998). Asi mismo, en la laguna de Mandinga puede

apreciarse un incremento en ambos metales.
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En Crassostrea virginica procedente de las costas mexicanas, ademas de la
investigacion sobre la acumulacion de contaminantes,| se han realizado estudios
aplicados sobre acuacultura y su explotacibn comercial (Secretaria de Pesca,
1988). Recientemente se ha obtenido semilla en Ciudad del Carmen, Campeche y
se desarrollan estudios de histoquimica en el CINVESTAYV, Mérida (comunicacion
personal, G. Gold).

Es necesario reconocer, sin embargo, que el manejo de la especie en la zona
costera del Golfo de México, se limita usualmente a la obtencion de juveniles a
través de la fertilizacion en granjas, con la posterior introduccién de estas formas
juveniles en las lagunas costeras, de donde se extrae cuando alcanza la talla
comercial. En algunos casos, se lleva a cabo una depuracion de bacterias previa
al consumo humano, como en los especimenes procedentes de la laguna de
Mandinga, los cuales pasan un periodo de aproximadamente 48 h, en plantas de
tratamiento, en las cuales se exponen al agua filtrada y ozonificada de la laguna.
No obstante, en estos organismos nativos de los ambientes mexicanos no han

sido evaluados los efectos adversos de contaminantes como los metales.
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1.2 OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto letal y subletal del Cr y del Cd en ostiébn Crassostrea virginica de

la laguna de Mandinga, Ver.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la acumulacion de ambos metales en ostion adulto en su ambiente
natural como punto de referencia.

2. Determinar el efecto letal de ambos metales en el ostion Crassostrea virginica y
su relacién con la concentracion corporal.

3. Determinar el efecto de niveles subletales de Cr y Cd en biomarcadores
bioquimicos de exposicién y de efecto, y en respuestas fisioldégicas simples y

complejas.
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1.3 HIPOTESIS.

1. Si los efectos toxicos letales y subletales a nivel bioquimico (induccion de
metalotioneinas y estrés oxidativo) y fisiolégico, asi como la acumulacion de
ambos metales, son proporcionales a la concentraciéon de exposicién,
entonces se observara mayor dafio en las concentraciones mas altas y este

se asociard al factor de bioconcentracion.

2. Si se demuestra dafio en C. virginica expuesta a concentraciones subletales
gue impliquen una acumulacién en tejido no considerada peligrosa para el
consumo humano, entonces las poblaciones nativas de C. virginica en

ambientes mexicanos, podria encontrarse en riesgo.
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2. MATERIALES Y METODOS.
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2.1 AREA DE ESTUDIO.

La laguna de Mandinga, es uno de los sitios donde la especie C. virginica
desarrolla su ciclo de vida completo. Este cuerpo de agua se ubica entre los 19°00'-
19°06’ N y 96°02'-96°06’ W), en el estado de Veracruz (Contreras y Castafeda,
1995). Constituye un sistema costero tropical tipico, con un impacto relativamente

menor derivado de las actividades humanas. El clima de la zona es Awp (w)(i"))w”,

que corresponde al mas humedo de los subhimedos con lluvias en Verano, con
muy poca variacion de temperatura en el afio (Garcia, 1981). La variacion anual de
los parametros fisicoquimicos del agua de la laguna, oscila entre 4.58 %o y 29.05 %o
de salinidad, 28.2 °C y 33.1 °C de temperatura, 1.73 mg/L y 4.22 mg/L de oxigeno
disuelto, y 4.5 a 8.7 de pH (Contreras y Castafieda, 1995). Es una laguna de
salinidad baja, aunque puede llegar a tener salinidad marina, presentando un
gradiente desde la boca hacia tierra adentro (Botello, 1994). La orientacion de la
laguna es norte-sur, adoptando una direccion noroeste-sureste cerca de la boca.
Cuenta con seis elementos: la laguna Larga, el estero el Conchal, el estero
Horcones, la laguna Chica, el estero de Mandinga y la laguna Grande (Fig. 1). En
ella se encuentran varias especies de interés econdémico, como son: el bagre, la
anchoa, la lisa, el robalo, el pargo, la mojarra y la guavina. Crassostrea virginica
representa un recurso pesquero importante para muchas comunidades en la zona
(Palacios-Fest y Vargas-Rangel, 2002), y se comercializa ampliamente en la
Ciudad de México. La distribucion de la especie dentro de la laguna depende de la

época de reproduccion y las condiciones locales de salinidad y temperatura.
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Figura. 1. Ubicacion de la laguna de Mandinga, Ver.

2.2 COLECTA DE LOS ORGANISMOS.

Los ejemplares fueron extraidos de la zona central de la denominada laguna Chica.
En cada colecta se extrajo un promedio de 200 organismos, de talla comercial (>5
cm de longitud), por medio del arte de pesca denominado gafas. Los muestreos se
realizaron en octubre de 1996, mayo, septiembre y noviembre de 1997, julio y

septiembre de 1998.
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Las mediciones in situ incluyeron: oxigeno disuelto (+ 0.005 mg/L), temperatura (0+
0.05 °C), pH (+ 0.005), salinidad (+ 0.05 %o) y turbidez (0.5 UT), determinados con
un multianalizador Horiba U-10.

Simultaneamente se tomaron muestras de agua para el analisis posterior de las
concentraciones de cadmio y cromo. Estas se tomaron en recipientes de plastico
de un litro de capacidad y se fijaron a pH < 2 con 0.5 mL de acido nitrico (APHA,
1995), se colocaron en hieleras para su transporte al laboratorio y se congelaron a
— 20 °C hasta realizar el analisis de contenido de metales.

Los ostiones fueron trasladados en bolsas de plastico a 4 °C al laboratorio.
Mientras los organismos eran transportados, se ajusto en el laboratorio la salinidad
del sistema de mantenimiento, igualandola con la del sitio de colecta para evitar un
choque osmatico en los animales, para esto se utilizé un refractometro de mano. Al
arribar los organismos, se corroboré la salinidad con el multianalizador Horiba U-
10. La temperatura del sistema quedo fija en 25 °C y la salinidad en 22 %o.

Una vez en el laboratorio, los organismos fueron lavados de acuerdo al método
indicado en APHA (1995), eliminando los epibiontes evidentes y el lodo adherido a
las valvas con cepillos de plastico y accibn mecanica con tubos de PVC, utilizando
agua corriente. Fueron enjuagados y posteriormente sumergidos en alcohol al 70 %
por un espacio de 10 minutos. Se enjuagaron nuevamente con agua corriente y se
tomaron parametros morfométricos para garantizar la selecciébn de organismos
homogéneos, adultos, de talla comercial. Los parametros fueron: largo, ancho y
alto, medidos con vernier (0.1 mm £ 0.05), y el peso total con balanza de plato

Ohaus (+0.0005 g).
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2.3 FASE DE MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS.

En cada colecta, los organismos fueron colocados en un sistema de mantenimiento
por un periodo que fluctu6 entre 10 y 28 dias, antes de ser sometidos a bioensayo.
Este periodo fue establecido de acuerdo a pruebas previas, tal como se describe
en el Anexo 7.1. Se introdujeron 144 ejemplares seleccionados como homogéneos,
en el sistema de mantenimiento. Este sistema, de 600 L de capacidad, con
circulacion cerrada, contaba con: 12 acuarios, aireacion, un filtro de carbén y
antracita para particulas y un filtro biolégico himedo-seco (Fig. 2). Se colocaron
doce organismos en cada una de las doce camaras interconectadas (Fig. 3). Con el
fin de garantizar contaran con las Optimas condiciones, la temperatura se mantuvo
a 25 °C y la aireacion fue constante (> 5 mg/L de oxigeno disuelto). La salinidad se
ajustd a razon de 0.5 %o por dia, desde los valores determinados en cada colecta
en campo, hasta alcanzar los niveles seleccionados para los bioensayos (22 %o).
Se utiliz6 agua salina artificial Instant Ocean (Shumway y Kéehn, 1982), preparada
y prefiltrada desde un mes antes en cada colecta para su adecuada maduracion.
Los organismos permanecieron un minimo de 8 dias con salinidad constante a 22
%0 antes de realizar las pruebas. Se llevé a cabo la limpieza del sistema cada tercer
dia para la extraccion de heces y residuos de alimento. Se determinaron
diariamente los parametros fisicoquimicos anteriormente mencionados con el
multianalizador Horiba U-10 (Fig. 3). Cada semana se midieron los niveles de
amonio total por la técnica de azul de indofenol, indicada por Lind (1985). La

morfometria se determind al incluir y al extraer a los organismos del sistema.
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Figura. 2. Esquema del sistema de mantenimiento en el laboratorio para los
organismos.

Figura. 3. Monitoreo diario de parametros fisicoquimicos en el sistema de
mantenimiento.
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Alimentacion de los organismos.

Para la alimentacion de los organismos se escalé un cultivo del alga Tetraselmis
suecica (Kylin), cultivada en el medio Gillard f-2 (Castrejon et al., 1994), desde

recipientes de 250 mL hasta 20 L, bajo luz continua. (Fig. 4).

Medio Gillard £-2

Luz continua de 24 h

Telrasslmis T )
en fase o 2
exponencial Aireacion continua

250 mL

¥

]

&G L AL Extraccion de muestras

LY Envases de 20 mL para
e congelar las muestras.

Figura. 4. Escalamiento del cultivo de Tetraselmis suecica hasta la fase
exponencial y conservacion de las células para alimentar al ostion.
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Con el fin de obtener la densidad maxima de células, se llevdé hasta la fase
exponencial de division celular. Una vez alcanzada, todo el cultivo fue centrifugado
a 1000 rpm durante 10 min en una centrifuga Solbart, en tubos de 50 mL. Se
elimind el sobrenadante y los concentrados de células fueron congelados a —20 °C
en frascos de 20 mL (Fig. 4). Para la alimentacion de los organismos, las células se
descongelaron cada dia segun los requerimientos. Una vez descongeladas se
midié la densidad por hemocitometro, para ajustarla a 300,000 cel/mL
aproximadamente. Las células se dividieron en doce partes para cada uno de los
dispositivos del sistema. La concentracion de células se determiné nuevamente en
cada camara para asegurar una densidad de 15 a 20 X 10° células por organismo
por dia (Castrejon et al., 1994). Durante la alimentacion se detuvo el flujo del agua,
dejando solo el burbujeo por una hora, para que las células de T. suecica se

mantuvieran resuspendidas. Este procedimiento se llevd a cabo diariamente.

2.4 MODELO CONCEPTUAL.

El analisis se baso en el siguiente modelo (Fig. 5). Se llevo a cabo la evaluacion del
efecto letal de ambos metales determinando la concentracién letal media, y la
concentracion letal corporal media para asociar el efecto respecto a la
concentracion de exposicion y al metal incorporado en el organismo. Los resultados
de esta fase sirvieron como base para seleccionar las concentraciones de prueba a
las cuales fueron sometidos los animales posteriormente. Durante la evaluacion

subletal se obtuvieron las respuestas de los biomarcadores a nivel bioquimico
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(metalotioneinas y lipoperoxidacion) y fisiologico en diferentes plazos. Estas ultimas
fueron utilizadas para alimentar los modelos de evaluacion denominados
integraciones simples, que son obtenidos directamente de las respuestas, asi como

el balance energético considerado como integracién compleja.

Letales Sobrevivencia
Subletales
Metalotioneinas
Respuestas
Bioquimicas Lipoperoxidacion
Integraciones simples
Respuestas
Fisiologicas Integraciones complejas
Acumulacion

Figura. 5. Modelo conceptual de la evaluacién de los efectos de Cry Cd en C.
virginica.

2.5 FASES EXPERIMENTALES.

Los bioensayos se llevaron a cabo en agua con salinidad de 22 %. y temperatura
de 25 °C, que es el promedio del intervalo éptimo para el cultivo de ostidon indicado
por la Secretaria de Pesca (SEPESCA, 1988). Estas condiciones son a la vez

similares a los parametros fisicoquimicos obtenidos en la laguna de Mandinga en el
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ciclo 1996-1997, datos proporcionados por el Laboratorio de Ecosistemas Costeros
de la UAM y que fueron a la vez seleccionados para el periodo de mantenimiento.

Los organismos, seleccionados al azar, se trasladaron a los acuarios
experimentales y estuvieron en ayuno 24 horas antes de exponerlos a los metales

en evaluacion (Cr y Cd), tanto en las pruebas letales como en las subletales.

2.5.1 FASE LETAL.

Los ostiones no fueron alimentados durante esta fase. Se llevaron a cabo dos
bioensayos semiestaticos de 168 h, en los meses de septiembre y diciembre de
1997, utilizando en cada uno 80 organismos morfométricamente homogéneos (74.9
mm de longitud, 42.13 g de peso total) con un indice de condicién de 101.7 g/mL,
considerado adecuado, el cual fue calculado de acuerdo a Walne (1984):

IC =P X1000/V

IC = indice de Condicion, P = Media del peso de masa viva (gPH), V = Media del volumen
intervalvas del lote de organismos en experimentacion (mL).

Se colocaron ocho ostiones por concentracion, por duplicado, en acuarios de vidrio
de 40 L de capacidad (Fig. 6). Los organismos fueron expuestos a las siguientes
concentraciones de Cr: 3.53, 8.26, 21.48, 25.20 y 35.19 mg/L. El metal se adiciono

desde una solucién de 100 g Cr/L de K,Cr,O, (Baker Analyzed) en el volumen

necesario para alcanzar las concentraciones experimentales. En el caso del Cd, los

ostiones fueron expuestos a: 5.75, 13.05, 18.85 y 30.50 mg/L. ElI Cd fue

incorporado como CdCI2-2 Y% HoO (Baker Analyzed) a partir de una solucion de 50
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g Cd/L, hasta alcanzar las concentraciones deseadas en el experimento. En ambos
bioensayos se considerdé un grupo control sin exposicion al metal, también por

duplicado.

Figura. 6. Dispositivos experimentales de la fase aguda.

Durante los ensayos se registraron diariamente el oxigeno disuelto, el pH, la
temperatura y la salinidad; cada tercer dia se midié el amonio total con la técnica
indicada por Lind (1985). Cada 48 h, se hicieron recambios parciales de agua,
correspondientes al 25 % del volumen de agua en todos los acuarios. La mortalidad
fue monitoreada cada dos horas durante el primer dia de ensayo y posteriormente
cada 12 horas. El criterio para determinar muerte del organismo fue la apertura
permanente de valvas.

La morfometria de los organismos fue determinada al inicio y al final del bioensayo.

El IC fue calculado solo en los sobrevivientes. La diseccién de cada organismo
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para la determinacion del contenido de metales, se llevd a cabo con material de
plastico previamente lavado con HNO3 10%. El tejido fue pesado y se seco a 60 °C
hasta peso constante en una estufa Coleman. Los organismos sobrevivientes se
sacrificaron al final del ensayo, siguiendo con ellos este mismo procedimiento.
Posteriormente se cuantificé el metal acumulado en tejido (ver inciso 2.6).

El peso seco medido al final del ensayo, fue comparado con el esperado para
organismos de la misma talla, calculandolo con la ecuacion morfométrica obtenida
por Powell et al. (1992):

Lj:Wj0.32*100.67

L = longitud (mm), w = peso seco del organismo para la clase de talla j (gPS).

Se tomaron muestras de agua para la determinaciéon de metales desde el inicio,
hasta el final de la prueba, en diferentes plazos (ver inciso 2.6).

La concentracion letal media (CLg,) y la concentracion letal corporal media (CLCy)

fueron calculadas para varios periodos de experimentacion (72, 96, 120 y 168 h), a
través del método Probit utilizando el programa DORES (Ramirez, 1989). Para la

determinacion de la CLg;, se consideraron las concentraciones determinadas en
agua (mg/L), y para la CLC;,, las concentraciones determinadas en tejido (ng/g
peso seco). Para el establecimiento de la CL;, y la CLC;,, se seleccionaron los

modelos con menor variacion y mejor ajuste.
El factor de bioconcentracion (Buikema et al., 1982), fue calculado como:
FBC=Ct/Ca

FBC = factor de bioconcentracion, Ct = concentracion en tejido (ug/gPS) y Ca = concentracion en
agua (mg/L).
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2.5.2 FASE SUBLETAL.

Las concentraciones elegidas para llevar a cabo las pruebas del efecto subletal, se
establecieron con base en las CL;, calculadas para 96 h, a partir de las ClLso
obtenidas en la fase letal, asi como en pruebas previas realizadas en la misma
especie con otros metales (Conners y Ringwood, 1997). Adicionalmente, se
considerd la concentracion del medio externo en el cual fueron colectados los
organismos Yy los niveles aceptables en agua que vierte a cuerpos acuaticos segun
la legislacion mexicana. Asi mismo se consideraron los niveles externos en los que
la bioacumulacién en tejido se estima aceptables para el consumo humano de

acuerdo con la NOM-031-SSA1-1993y la FDA (1993).

2.5.2.1 FASE DE EVALUACION DE RESPUESTAS BIOQUIMICAS.

Se efectuaron dos bioensayos semiestéaticos de 96 h, con recambio para valorar el
efecto subletal de la exposicion al Cr y al Cd sobre dos respuestas bioquimicas: un
biomarcador de exposicion (metalotioneinas) y otro de efecto (lipoperoxidacion).
Las pruebas se realizaron en julio y agosto de 1998. En cada bioensayo se

utilizaron dos concentraciones de cada metal: 88 ug/L y 144 ug/L de Cr, y 110 pg/L

y 211 ug/L de Cd, ademas de un grupo control, sin adicién de los metales.
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En la primera prueba, se utilizaron 60 ejemplares de talla comercial, en acuarios de
40 L, colocando 6 ostiones en cada una de las cuatro concentraciones y en el
control, por duplicado. Diariamente se extrajeron dos organismos por condicion
experimental, incluyendo a los controles. Los ostiones se extrajeron a las 6 h de
exposicion, a las 24, 48, 72 y 96 h. Los organismos restantes de cada lote, se
utilizaron para determinar metales en los tres 6rganos destino: branquia, musculo
abductor y glandula digestiva. La diseccion de estos tejidos (0.1 - 0.2 g) se realizo
con instrumentos de plastico.

En el segundo bioensayo, se utilizaron 80 organismos también en acuarios de 40 L,
en este caso, 8 en cada una de las cuatro concentraciones y los controles, por
duplicado. Se extrajeron cinco ejemplares después de 6 h de exposicion (dia 1),
cinco a las 48 h (dia 3) y cinco a las 96h (dia 5), para cada condicion. Los ostiones
restantes se utilizaron para la determinaciéon de metales en tejido al final de esta
prueba también.

Diariamente se realizd el monitoreo y ajuste de los pardmetros fisicoquimicos, los
cuales se mantuvieron similares a los de las pruebas anteriores. Al término de las
pruebas, se obtuvo la morfometria de los organismos (longitud, ancho, alto, peso
total y peso humedo), aunque no fue posible determinar el peso seco, ya que
diferentes partes del organismo fueron extraidas para las pruebas bioquimicas. Las
concentraciones de metales en agua se obtuvieron en muestras tomadas al inicio y

al final de ambos experimentos.
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A. Metalotioneinas.

Para la cuantificacion de metalotioneinas, las muestras fueron homogenizadas con
4 volimenes de sacarosa 0.25 M (relacion 1 : 4; peso : volumen) y posteriormente
congeladas a — 85 °C en un congelador REVCO para su posterior procesamiento.

La produccién de metalotioneinas se evalud por la técnica de saturacion de plata
de Scheuhammer y Cherian (1991), que consiste en la substitucién de los metales
unidos a las metalotioneinas, por la plata, ya que este metal es mas afin a estas
proteinas. Se utilizé posteriormente un hemolisado de sangre de cordero para
arrastrar en la hemoglobina los metales no atrapados en las metalotioneinas.
Posteriormente fueron eliminadas las moléculas no deseadas por bafio Maria
(hirviendo, 2 min) y centrifugacién a 4,000 RPM, recuperando el sobrenadante.
Este fue centrifugado a 13,000 RPM por 5 min. La concentracion de
metalotioneinas (ug/g de tejido humedo) se determindé por la lectura de la
concentracion de plata remanente a través de espectrofotometria de absorcion

atémica.

B. Lipoperoxidacion.

La lipoperoxidacion solo se determind6 en glandula digestiva (0.1 g), este
procedimiento se realiz6 inmediatamente después de la extraccion de las muestras.
La peroxidacion de lipidos se establecié por produccion de componentes reactivos

al acido tiobarbitdrico (Bucio et al., 1995), expresados como equivalentes de la
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concentracion de malondialdehido (nmol/mg proteina), el cual representa mas del
80% de los componentes reactivos al acido tiobarbitdrico que se asocian a
lipoperoxidacion (Bucio, et al., 1995).

Parte de la muestra fue separada para determinar proteinas, este tejido fue
congelado a — 20 °C inmediatamente después de su extraccion, para realizar el
analisis mas adelante. Las proteinas fueron determinadas a través de la técnica de
Lowry (Cooper, 1977), que se basa en una lectura colorimétrica cuyo indicador es

el reactivo de Folin y que utiliza como base una curva patrén de albamina bovina.

2.5.2.2 EVALUACION DE RESPUESTAS FISIOLOGICAS.

Para evaluar las respuestas fisioldgicas planteadas, asociadas a la exposicion
subletal de los metales Cr y Cd, se llevo a cabo un bioensayo con duracion de
veinte dias en octubre de 1998. La exposicion fue semiestatica. Diariamente se
elimind y repuso en las cadmaras experimentales un litro de agua con la
concentracion del metal correspondiente. También se midieron los parametros
fisicoquimicos, los cuales se mantuvieron en las condiciones antes descritas
(aireacion constante, 25 ° C y 22 %o). El disefio requirié colocar los organismos en
camaras individuales de cristal, de 3.78 L de capacidad, cada una de las cuales
contaba con mangueras para la aireacion, la colocacion de alimento, el recambio

de agua y la extraccion diaria de heces (Fig. 7).
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Figura. 7. Camaras individuales utilizadas para la evaluacion de efecto
subletal de la exposicion a Cry Cd en C. virginica.

Los ostiones fueron expuestos a dos concentraciones de Cd: 95 ug/L 'y 170 pg/L, y
dos de Cr: 80 ug/L y 180 pg/L. Se utlizaron doce camaras individuales por
concentracion y doce camaras control con organismos no expuestos a los metales.
Ademas se colocaron seis camaras sin organismos en las cuales se efectuaron
todos los registros de manera semejante a las camaras con organismos y se
determiné la depositacion de células. A diferencia de las fases anteriores, los
organismos fueron alimentados durante el periodo experimental, siguiendo el
patrén establecido de 1 a 15 X 10° células por organismo por dia, efectuandose los
ajustes pertinentes para garantizar la densidad adecuada de células por organismo,

en los dispositivos de ensayo. Se emplearon 60 organismos para esta prueba.
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A. Respuestas aisladas.

A lo largo del periodo experimental (tabla 3) fueron evaluados el consumo de
oxigeno, la excrecion nitrogenada, el consumo de alimento y la produccion de
heces. El consumo de oxigeno y la excrecidon nitrogenada, fueron estimados cinco
veces, para lo cual, dejo de proporcionarse alimento 24 horas antes de las
determinaciones, con el fin de eliminar una presencia excesiva de materia organica
y garantizar la condicion postabsortiva de los organismos. Los ostiones fueron
alimentados en catorce ocasiones, aunque solo en ocho se evalu6 el consumo de

alimento. Las heces se extrajeron diariamente.

Tabla 3. Calendarizacion de la evaluacién de respuestas fisioldgicas.
Dia | 1| 2] 3| 4| 5] 6] 7| 8| 9] 10] 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19| 20

A A Al Al Al A Al Al A Al Al Al A A
R R R R R
c| Cc| C c| C c| C| C

A, alimentacién y extraccion de heces; R, respirometria y excrecién nitrogenada; C, consumo de
alimento.

El consumo de oxigeno (Shumway y Koéehn, 1982), se registrd en las camaras
cerradas herméticamente, suspendiendo la aireacion, a través de la diferencia de
concentracion de oxigeno disuelto en el agua al inicio y al término de 6 h después
de eliminar la aireacién. La concentracibn de oxigeno se determiné con el
multianalizador Horiba U-10 en mg/L. El consumo de oxigeno se calculé en mg O, /

h / individuo y se corrigié eliminando el consumo de oxigeno en las camaras sin
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organismos; posteriormente se calculo el consumo en mg O,/ h /g PS.

En el mismo periodo se calculd la excrecion nitrogenada por la diferencia en la
concentracion de amonio total en el agua, en las mismas 6 h. La concentracion
total de amonio se determind en mg/L por la técnica Lind (1985). Se calculd la
produccién en mg N-AT / h / individuo y se corrigié considerando la produccion de
las camaras sin organismos; después se expreso en mg N-AT /h / g PS.

El consumo de células de Tetraselmis suecica por dia, se evaluo a través la
desaparicion de células (Navarro y Winter, 1982; Powell et al., 1992) 6 h después
de la colocacion del alimento en cada camara, suspendiendo la aireacion. La
densidad de células por mL se determind con hemocitémetro al inicio y al final de
este plazo. Al consumo individual, se le resto la depositacién de células observada
en las camaras sin organismos.

La produccion de heces (g) se midio por gravimetria, extrayéndolas diariamente al
hacer el recambio de agua de cada camara. Las muestras se colectaron en papel
filtro Whatman rapido, previamente pesado. Posteriormente, el papel fue pesado
con la muestra, secado hasta peso constante en horno a 60 ° C y pesado
nuevamente.

Al final del bioensayo, se obtuvo la morfometria de los ejemplares y se tomaron
muestras para determinar los niveles de Cr y Cd en tejido. También se obtuvieron
muestras de agua de todas las cadmaras al inicio, en el dia 10 y al final del
experimento para la determinacion de los metales (ver inciso 2.6).

Las respuestas fisioldgicas evaluadas se incorporaron en varios modelos simples y

complejos, que se describen a continuacion.
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B. Integraciones simples.

indice de condicion (IC).
El peso seco obtenido se compardé con el peso esperado en los organismos a
través del modelo de Powell, et al. (1992) y se determind el IC (Walne,1984),

ambos descritos previamente.

Relacion atomica O:N.
Esta se obtuvo a partir de los resultados del consumo de oxigeno (mg O,/ h / g PS)
y la produccion de amonio total (mg N-AT/ h / g PS), de acuerdo a Dillon y Lynch

(1981).

Tasa de filtracion.
A partir del consumo de alimento, se calcul6 esta tasa, con la formula indicada por
Griffiths y Griffiths (1987):
TF=V /[N Xt] *loge Co/Ct
TF = Tasa de filtracion (L/h); t = tiempo (h); V = volumen en suspension (L), N = nimero de
organismos, Cqy Ct = Concentracion de particulas inicial y al tiempo t (cel/L).
Los valores esperados de las tasas alta y baja de filtracion se calcularon, través de
las ecuaciones alométricas de Powell et al. (1992):
-2 -2 -4 2
TB=-744x10 +[1.33x10 *L]+[1.80x10 *L]

TA=-1.20+[0.12*L ] +[8.16x 10 _*L 7]

TB = Tasa Baja (L/h); L = Longitud (mm); TA = Tasa Alta (L/h).
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Asimilacion del alimento.

Esta se calculo a partir del alimento ingerido (células / d). La ingestion se expreso
en unidades de energia (cal / d / gPS). El contenido energético se determind a
través del contenido calérico promedio de seis muestras de 0.2 g PS de T. suecica,
con un numero de células conocido, valor que se extrapolé a los datos del consumo
diario de células por organismo. En el caso de las heces se consideré el peso seco
producido individualmente (gPS / d). El valor calorico de cada muestra, se obtuvo
por la lectura directa de las mismas, restando el valor calérico del papel donde se
filtr6. Todas las muestras se procesaron en una bomba calorimétrica Semimicro de
Parr Instruments. La asimilacion del alimento ingerido fue calculada como indica
Widdows (1978) a través de la siguiente férmula:

A=l-H

A = Asimilacién (cal / d / gPS), | = Ingestion (cal / d / gPS), H = Excrecidn por heces (cal / d / gPS).

Eficiencia de asimilacion del alimento.
Esta se determind con la relacién entre la asimilacion y la ingestion del alimento
ingerido (Widdows, 1978):

EA=A/I

EA = Eficiencia de asimilacion (%), A = Asimilacion (cal/d/gPS), | = Ingestion de alimento (cal/d/gPS).

Metabolismo basal.

Esta se determiné como el requerimiento energético del organismo sin actividad,
interpretado como la ordenada al origen de la relacion entre el consumo de oxigeno
y la tasa de filtracion promedio (Griffiths y Griffiths, 1987), expresados ambos en cal

/ h. El punto donde no hay filtraciébn pero se consume oxigeno corresponde a la
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metabolismo basal. Esta tasa se obtuvo para los dias 5, 10 y 15 de los bioensayos

expresada en valores caloricos (cal / h) (Griffiths y Griffiths, 1987).

C. Integraciones complejas.

Campo de crecimiento.
A través de la ecuacién del campo de crecimiento, en la cual se integran las
diferentes respuestas fisioldgicas evaluadas, se determiné el balance energético de
los organismos (Widdows, 1993):

P=I-(R+H+U)

P = Produccion o energia disponible para crecimiento (cal/d/gPS), | = Ingestion de alimento, R =
Respiracion o consumo de oxigeno, H = Produccion de heces, U = Excrecion nitrogenada.

Los valores de la ingestion de alimento y la produccion de heces se obtuvieron en
cal / d / gPS. Para el consumo de oxigeno (mg O, / h / gPS), los valores fueron
transformados a mL/h dividiendo entre 1.428, y transformados a valores
energeéticos utilizando el equivalente caldrico de 4.8 cal/ mL O, (Griffthis y Griffiths,
1987) y finalmente extrapolados a cal / d / gPS. La excrecion nitrogenada (mg N-AT
/ h | gPS), fue transformada a valores energéticos (cal / h / gPS) utilizando el
coeficiente calérico de 5.94 cal / mg N-AT (Elliot y Davidson, 1975; Vanegas, 1996)

y desde ahi a cal / d/ gPS.
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2.6 DETERMINACION DE METALES.

Las concentraciones de metales totales se determinaron en el agua de los acuarios
y en los organismos experimentales.

A las muestras de agua de 45 mL se adicionaron 5 mL de acido nitrico para
disolver toda la materia organica asociada a los metales, que pudiera interferir con
las lecturas. Una vez fijadas, se congelaron a — 20 °C, hasta su procesamiento.
Para la digestion se colocaron en vasos de teflon, donde se dejaron 5 min en una
campana de extraccion y se cerraron los recipientes, los vasos se colocaron en un
horno de microondas CEM-MDS-81D por 10 min al 80 % de potencia del aparato.
Esta corrida fue establecida con pruebas previas, utilizando muestras de agua del
ambiente en que se colectaron los organismos

Las muestras del tejido extraido de los organismos, tanto en organismos completos
como en érganos disectados, fueron pesadas en cajas petri previamente lavadas,
posteriormente secadas a 60 °C, hasta peso constante, y almacenadas hasta su
procesamiento. El tejido fue digerido acorde al método propuesto por Huan (1994),
el cual requirid ajustes para adecuarlo al horno utilizado (descrito en el Anexo 7.2).
Se procesaron 0.25 g del tejido de ostion, en el caso de animales completos. En el
analisis por tejidos (branquia, musculo abductor y glandula digestiva), se peso la
muestra total del tejido.

Los metales se determinaron con un espectrofotometro de absorcion atomica
(EAA) Varian AA20 (£ 0.005 mg/L), provisto con flama de aire-acetileno. Se

utilizaron como referencia muestras proporcionadas por el Centro Nacional de
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Metrologia con 4.0 £ 0.12 mgCr/L, en la cual se ley6 4.02 mgCr/L y con 1.45
mgCd/L + 0.059, donde se leyé 1.40 mgCd/L. No se requirié horno de grafito para

las lecturas.

2.7 ESTADISTICA APLICADA EN EL ANALISIS DE DATOS.

El analisis se llevd a cabo con los paquetes de Excell de ambiente Windows
version 95 y XP2000, y con el programa Statistica de Statsoft Ser. (1997).

Antes de aplicar las pruebas estadisticas, se realizd el analisis exploratorio de
datos para comprobar si las poblaciones cumplian con las cuatro hipotesis
fundamentales: aditividad, homocedasticidad, independencia y normalidad (de
acuerdo con Tuckey, 1977), para determinar la conveniencia de la aplicacién de
analisis paramétricos o no paramétricos. Se incluyeron en este andlisis los datos de
parametros fisicoquimicos, la morfometria, las lecturas iniciales y finales de todos
los parametros, asi como los modelos que integraron los resultados.

Para la comprobaciéon de la independencia de los datos se utilizé el test de ciclos
por encima y debajo de la mediana (Sokal y Rolhf, 1969); para la comprobacién de
la independencia se uso la prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov
(Marques de Cantu, 1991); para la comprobacion de la homocesdasticidad u
homogeneidad de varianzas se emple¢ la prueba de Bartlett (Sokal y Rolhf, 1969),
y para probar la aditividad la prueba de Tuckey (Sokal y Rolhf, 1969).

En las poblaciones de datos aditivos, independientes, normales y homocedasticos,

se utilizaron pruebas de tipo paramétrico. En estos casos, se aplicé la prueba de t
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de student para datos apareados y no apareados, segun el tipo de datos
generados, analisis de varianza (ANOVA) y coeficiente de correlacion de Pearson
(Margues de Cantu, 1991).

En el caso de que las poblaciones de datos no cumplieran con las hipétesis
mencionadas, se aplicaron pruebas de tipo no paramétrico: la prueba de rango
para muestras independientes o U de Mann-Whitney (Marques de Cantu, 1991)
para comparar dos grupos de datos apareados; en datos no homocedasticos se
hizo comparacién de medias con la prueba de Wilcoxon (Sokal y Rolhf, 1969); en
poblaciones no normales, ni homocedasticas la comparacién de medias, se llevo a
cabo con la prueba de Kruskal-Wallis; para correlaciéon de datos se utiliz6 en
coeficiente de Spearman por rangos (Marques de Cantu, 1991).

Con el fin de expresar la dispersion de los datos de manera unificada, los valores
se expresaron en promedios con desviacion estandar. La significancia de las
pruebas fue P < 0.05 en todos los casos, aunque en casos particulares se indico si

P <0.01.
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3. RESULTADOS
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3.1 CONCENTRACIONES DE METALES EN LA LAGUNA DE

MANDINGA.

Las colectas realizadas en la laguna de Mandinga permitieron obtener las
concentraciones de Cr y Cd en el agua y los niveles acumulados en organismos
recién extraidos (tabla 4). ElI promedio general en agua fue para Cr de 0.080 mg/L y
para Cd fue de 0.078 mg/L. Los ostiones recién extraidos en septiembre de 1998,

tuvieron un promedio (+ desviacion estandar, DE) de 1.2 ug Cr/gPS + 0.6 y 2.3 ug

Cd/gPS + 1.1.

Tabla 4. Concentraciones promedio de Cr y Cd en agua (mg/L) y ostion (ug/g
PS) de la laguna de Mandinga.

Cromo Cadmio

Agua (mg/L) | Ostion (ug/gPS) | Agua (mg/L) | Ostion (ug/gPS)
Mayo 1997 0.111 ND 0.068 ND
Septiembre 1997 ND ND 0.083 ND
Noviembre 1997 0.029 ND ND ND
Julio 1998 0.099 ND ND ND
Septiembre 1998 ND 1.2 0.082 2.3
Promedio general 0.080 0.078

Los parametros fisicoquimicos registrados en el sitio de extraccion de los ostiones
durante las colectas, indicaron por lo general, salinidad mas baja, de 17.7 %o y
temperatura mas alta, 26.5 °C, que las establecidas para los bioensayos, de 22 %o

y 25 °C. Las condiciones de oxigenacion promedio, fueron de 5.75 mg/L y el pH fue
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cercano a neutro, 7.32, (tabla 5). Los valores de oxigeno disuelto y pH registrados

en Mandinga indican valores tipicos de una laguna costera.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos registrados en la laguna de Mandinga
durante las colectas del ostion C. virginica.

Colecta Fase pH oD Sal | Temp | Turb

(mg/L) | (%) | (°C) [ (UT)

Oct. 1996 Montaje del sistema de mantenimiento 767| 584 |11.9| 29.2 | ND
May. 1997 Montaje del sistema de alimentacion 6.63| 542 |29.2| 26.5 9
Sept. 1997 Bioensayo de letalidad para Cadmio ND ND 13.0| 28.0 | ND
Nov. 1997 Bioensayo de letalidad para Cromo 782 722 |19.1| 221 | 10
Jul. 1998 Bioensayo de subletalidad, pruebas bioquimicas | ND ND ND | ND | ND
Sept. 1998 | Bioensayo de subletalidad, pruebas fisiolégicas | 7.51 | 4.61 94 | 294 | 20

OD, Oxigeno disuelto; Sal, Salinidad; Temp., Temperatura; Turb, turbidez; ND, No determinado.

3.2 PERIODO DE MANTENIMIENTO.

El tiempo de mantenimiento adecuado, la forma de alimentacion y el método de
conteo de células mas conveniente, quedaron establecidos de acuerdo con las
pruebas previas a las fases experimentales, descritas en el Anexo 7.1.

Los periodos de mantenimiento anteriores a las fases experimentales definitivas,
tuvieron una duracién de 16 a 28 dias, para las pruebas letales y subletales.

El conteo de células se llevo a cabo por hemocitémetro en 0.2 mL de cultivo de T.
suecica o de su dilucion para colocacion en camaras y acuarios. De acuerdo con la
Secretaria de Pesca (1988), la concentracion de células adecuada para alimentar
al ostién en cultivo es de 1 a 15 X 10° células promedio al dia, concentracién que

permite incorporar unas 10,000 células/L, durante una hora. Castrejon et al.,

46



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Resultados Mandinga y Mantenimiento

(1994), indican que la concentracion adecuada para alimentar a estos organismos
se encuentra entre 15 a 20 X 10° células por dia. Se colocaron entre 8,000 y
26,000 células/L durante los periodos de mantenimiento. Las pruebas
experimentales se realizaron con concentraciones entre 10,000 y 20,000 células/L
(tabla 6). Se determiné que un intervalo de una hora, suspendiendo durante ese
periodo la aireacion, era suficiente para que los organismos incorporaran el nimero
de células adecuado, asegurando la obtencién de heces y no de pseudoheces. Las
concentraciones de células colocadas en el sistema de mantenimiento presentaron
cierta variacion, pero se consideraron dentro del intervalo aceptable. Debido a que
las células remanentes no podian eliminarse de los recipientes, se realiz6 el conteo
de células diariamente para garantizar que no se acumularan por arriba de lo

recomendado.

Tabla 6. Cantidad promedio de células de T. suecica proporcionadas como
alimento a cada ostién diariamente (células/mL).

Fase de mantenimiento Fase experimental
Prueba aguda con Cr 15,964 No se alimentaron
Prueba aguda con Cd 20,074 No se alimentaron
Pruebas bioquimicas Cry Cd 13,356 10,312
Pruebas fisioldgicas Cr y Cd 26,120 9,769

3.2.1 Parametros fisicoquimicos.

Los valores promedio de los parametros fisicoquimicos registrados durante las

fases de mantenimiento previas a la experimentacion se presentan en la tabla 7. El
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valor de pH fluctué entre 7.92 y 8.41, los niveles promedio de oxigeno disuelto se
encontraron entre 4.78 a 5.47 mg/L, la temperatura del sistema se mantuvo entre
23 °C y 25 °C. En el caso de la turbidez, los valores fueron bajos en general,
alrededor de 1.0 UT, aunque no hubo registro en todos los casos. Algunos picos se
asociaron a la colocacién de los organismos en el sistema, el cual debia ser
limpiado a las 48 h de la introduccion de los ostiones, ya que estos tienden a

excretar. Sin embargo, posteriormente los niveles se mantuvieron bajos (< 1.0 UT).

Tabla 7. Valores de los parametros fisicoquimicos en las fases de

mantenimiento previas a los bioensayos (promedio + DE).
Fecha Fase pH Oxigeno Salinidad Temperatura | Turbidez

disuelto(mg/L) (%o) (°C) (um

Mayo 1997 | Montaje del sistemade | 8.41+0.09 | 5.10+0.60 | 285+1.6 | 23.5+1.3 |29+24

alimentacion

Sept. 1997 | PruebaagudaconCd | 8.40+0.13 | 8.07+ 1.20 | 16.4+4.4 | 23.1+1.3 ND

Nov. 1997 | PruebaagudaconCr | 808 +0.33 | 5.47+0.86 | 20.2+0.9 | 23.3+1.3 | 3.5+3.8
Julio 1998 | Prueba Bioquimicas 1* | 7.60 +0.23 | 4.75+0.32 | 23.0+0.7 | 249+1.0 | 2.3+1.8
Julio 1998 | Prueba Bioquimicas 2* | 7.92 +0.38 | 4.89+0.28 | 23.3+0.6 | 245+0.8 | 1.0+ 1.6
Sept. 1998 | Pruebas Fisiologicas | 8.29+0.36 | 4.78+0.17 | 184 +4.7 | 24.3+0.6 | 2.8+0.9

ND, No se determind.

La salinidad fue el pardmetro con mayor variacion. Debido a que la registrada en la
laguna, frecuentemente fue menor a la seleccionada para las pruebas, el ajuste
requirio diferentes plazos de aclimatacion de los organismos en cada ocasion, para

alcanzar la salinidad de bioensayo (Fig. 8).
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Fases: 1. Montaje del sistema con pruebas de alimentacion, 2. Bioensayo agudo con cadmio, 3.
Bioensayo agudo con cromo, 4. Pruebas fisiolégicas, 5. Pruebas bioquimicas.

Figura. 8. Ajuste de la salinidad en el periodo de mantenimiento previo a los
bioensayos.

3.2.2 Morfometria.

Durante la fase del montaje del sistema de alimentacion, en la cual se utilizé el
sistema de 200 L, se seleccionaron organismos de talla comercial (longitud > 5
cm), pero no se hizo el registro de su morfometria, por lo que no se cuenta con
datos de este periodo.

Los lotes en mantenimiento, ya en el sistema de 600 L, tuvieron valores extremos
de longitud de 52 y 97 mm, con un promedio de 69.8 mm (tabla 8). Los organismos
colectados para las pruebas bioquimicas tuvieron una longitud de 68 mm, menor a
la de los lotes restantes. El peso total, en promedio fue menor en los organismos
colectados para las pruebas bioquimicas, 43.62 g, y mayor en los organismos que

entraron a las pruebas fisiologicas, 53.41 g.

49




Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Resultados Mandinga y Mantenimiento

Tabla 8. Morfometria de los organismos en el sistema de mantenimiento
(promedio + DE).

Longitud (mm) Ancho (mm) Alto (mm) Peso total (g)
Bioensayo con Cd 69.6 + 8.8 46.2+5.9 255+4.0 47.84 £ 10.36
Bioensayo con Cr 71.3+8.8 422+51 24.0+4.6 44,95 +12.95
Bioensayo Bioquimico 68.0+8.8* 40.4+£4.9 23.5+4.3 43.62+£9.79*
Bioensayo Fisiolégico 70.2+6.1 46.3+£6.3 26.4+4.2 53.41 +11.56 **

* valores menores, ** valores mayores (P < 0.01 por la prueba de Kruskall-Wallis).

En todos los parametros morfométricos se presentaron casos extremos. El ancho
de los ejemplares tuvo valores entre 29 y 77 mm, la altura entre 11 y 40 mm, asi

mismo las fluctuaciones en el peso fueron muy marcadas, de 22 a 132 g (Fig. 9).

Longitud (mm) Ancho (mm)
& ° ° 75 a
, - . g
S o o
’5 75 6 55 ]
L | i [I]
55 T DE 35
€1 1 O EE
Mediana
45 0 Casos Extremos 25
cd Cr BQ FIS Cd Cr BQ FIS
Alto (mm) Peso total (g)
] 90
38 ! ! _ﬂ_ o I
i i a
32 70
o 26 a =
3 [ ] i 5
20 J_ o 4
8
cd cr BQ FIS cd cr BQ FIS

Figura. 9. Morfometria de los ostiones en las fases de mantenimiento previas
ala pruebas letales de Cr, Cd, las bioquimicas (BQ) y las fisiolégicas (FIS). Se
grafican medianas, error estandar (EE) y desviacion estandar (DE).
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3.3. FASE EXPERIMENTAL.

3.3.1. PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

Los valores promedio del pH, fluctuaron entre 8.15 y 8.35 (tabla 9). Los valores de
los parametros fisicoquimicos restantes no se consideraron semejantes entre las
fases experimentales (P < 0.05, por la prueba de Kruskal-Wallis). Hubo algunas
variaciones en el oxigeno disuelto, las cuales se presentaron principalmente en
dispositivos con organismos expuestos a los metales. También llegaron a
presentarse variaciones en la salinidad y la temperatura observadas en la fase de
evaluaciéon de efectos letales. Sin embargo, estas no presentaron correlacion con
mortalidad, ni con la concentracion de los metales en los organismos. Estas
conclusiones derivaron de un andlisis detallado del comportamiento de los
parametros fisicoquimicos, descrito puntualmente en el Anexo 7.5 para todas las
fases experimentales.

Derivado del mismo analisis, se llegd a la conclusion de que en la fase de
evaluacién de efectos subletales, tampoco hubo relacion de los parametros con la
mortalidad que llegdb a presentarse en las pruebas fisiolégicas, ni con la
concentracion del metal en el agua o en el tejido de los animales. Se llegé a
observar interaccion temperatura-salinidad en las pruebas para evaluacion de
respuestas bioquimicas; la cual fue minimizada al eliminar de los datos anémalos
y las respuestas de los organismos, asi como los ejemplares que se encontraban

en estos dispositivos experimentales.
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Tabla 15. Pardmetros fisicoquimicos en las fases experimentales (promedio

= DE).
Fase de evaluacion pH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura (°C)
(mg/L) (%o)
Aguda Cd, Oct. 1997 8.34+0.21 3.89+1.16 22.50 + 0.53 24.28 £0.71
Aguda Cr, Dic. 1997 8.37 £ 0.05 4.85+0.24 21.35+0.49 24.65 + 0.95
Bioquimica I, Jul. 1988 8.35+0.21 4.83+£0.26 23.4+0.54 24.50 £ 0.43
Bioguimica Il, Ags. 1998 | 8.25+0.21 4.72£0.21 23.1+0.23 24.70 + 0.58
Fisioldgica, Oct. 1998 8.15+0.27 3.95+0.83 21.72+1.34 24.66 + 0.47

El amonio total se encontr6 generalmente por debajo de 0.1 mg/L. Aunque en
ocasiones se registraron valores elevados. Considerando la temperatura, la
salinidad y el pH, en los cuales se realizaron los ensayos, la concentracién de
amoniaco de cada muestra podria representar entre 11 % y 13 % de las lecturas
de amonio total (Aminot y Chaussepied, 1983). Esto quiere decir, que si en los
acuarios se midié 0.16 mg/L de amonio total, podria haberse encontrado un
méaximo de 20 ug/L de amoniaco. A pesar de las anomalias registradas, los

valores se consideraron dentro de los limites aceptables para los bioensayos.

3.3.2 MORFOMETRIA DE LOS ORGANISMOS.

Los parametros morfométricos promedio se presentan en la tabla 10. La longitud,
el ancho y el alto de los organismos utilizados en los bioensayos de efectos
letales, se considerd igual entre los individuos control y los expuestos a los
metales (P > 0.19, ANOVA). Ademas, los ostiones de ambos ensayos fueron
similares en longitud y peso total (P = 0.18 y P = 0.26, t de student,

respectivamente).
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Tabla 10. Morfometria de los organismos sometidos a las diferentes fases de
bioensayo (promedio = DE).

Fases Longitud (mm) | Ancho (mm) | Alto (mm) | Peso total (g) | P. himedo (g) | P. seco (9)
Letal Cd 70+8 48 + 5* 28 + 5* 43.4+£10.9 6.5+2.3 09+04
Letal Cr 72+9 43+5 25+8 42.6 +14.0 34+1.4 0.4+0.2
Fisioldgica 69+6 48 + 6* 27 £+ 5* 55.0 + 12.8* 58+1.5 1.1+05
Bioguimica | 66 + 8* 42+5 24+ 4 42.7£9.8 9.0+2.8 ND
Bioquimica 1l 6919 42+5 24+ 4 46.3+9.2 9.9+26 ND
Promedio 69+8 45+5 26+5 46.0+11.3 6.9+22 0.8+0.4

* Inferior a otras fases experimentales (P<0.01 por prueba de ANOVA); ND, No se determiné.

Los organismos utilizados para las pruebas de efectos subletales, donde se
evaluaron las respuestas bioquimicas, fueron obtenidos de una sola colecta. Las
dos pruebas se realizaron con una diferencia de diez dias. La longitud (67 = 9
mm), el ancho (42 £ 5 mm) y el alto (24 £ 5 mm) de los ostiones fue semejante en
ambas pruebas (P > 0.06, t de student). Sin embargo, en el segundo bioensayo,
los ostiones tuvieron mayor peso total (46.3 £ 9.2 g), y himedo (9.9 + 2.6 g) (P <
0.04), respecto a la primera prueba, en la cual el peso total fue 42.7 + 9.8 g y el
peso humedo fue 9.0 + 2.8 g. Para conformar lotes experimentales homogéneos,
los especimenes fueron seleccionados con base en la longitud, que es el
parametro mas facil de medir y con menor variacion. Las réplicas de cada
condicion experimental tuvieron morfometria semejante (P > 0.07, ANOVA), los
extraidos en los diferentes dias de ensayo fueron iguales (P > 0.17) y tampoco se
presentaron diferencias entre los ostiones de acuarios control y con exposicion a
ambos metales (P > 0.07). En estas pruebas, el tejido de los organismos se utilizd
para las determinaciones de metalotioneinas, proteinas y lipoperoxidacion, por lo
gue no se obtuvieron los pesos secos.

Los lotes de ostiones utilizados en los bioensayos de efectos subletales para

evaluacién de respuestas fisioldgicas, tuvieron los pesos totales mas elevados,
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respecto a otras fases experimentales (P < 0.01), pero los lotes fueron similares (P
> 0.09). Las variaciones en los pesos humedos y secos, estuvieron relacionadas
con el efecto de los metales, por lo que se discutiran mas adelante con los
resultados de efectos fisiologicos.

Los organismos sometidos a todas las pruebas tuvieron las clases de talla mas
recomendables para bioensayos de acuerdo con Powell et al. (1992), con longitud
cercana a los 70 mm, si bien los organismos sometidos en la primera prueba
subletal para evaluar efectos bioquimicos tuvieron una longitud menor (66 mm)

gue la de los ostiones de las pruebas para evaluar efectos letales (71 mm).

3.3.3. CONCENTRACION DE CR Y CD EN AGUA.

Los resultados se analizaron con las concentraciones nominales registradas en los
dispositivos experimentales. Las concentraciones colocadas presentaron algunas
variaciones, atribuibles a la salinidad del agua. Las lecturas menores a las
colocadas, derivaron de la precipitacion del metal, lo que fue evidente en las
concentraciones mas elevadas de las pruebas para evaluar efectos letales. En
estos casos, los resultados de acuarios con fuerte afectacion fueron eliminados del
andlisis. También se presentaron interferencias de matriz, por la salinidad en las
lecturas en el EAA. Esta fue calculada, comprobandose que solo afecté las
lecturas de Cd, las cuales fueron corregidas. La interferencia en las lecturas y la
precipitacion de los metales fue minima en las pruebas de subletalidad. El andlisis

del comportamiento de los metales se presenta en el Anexo 7.3.
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3.3.4. FASE DE LETALIDAD

A. Efectos del cromo.

La concentracion en la que se presenté 50% de mortalidad por exposicion a Cr, fue

calculada para las 168 h (CL so-16sn) €n 11.09 mg/L y la concentracion letal corporal

media para el mismo plazo (CLC sp.168n), fue de 475.85 ug/gPS (tabla 11). Los

datos se ajustaron al modelo Probit Log X en ambos casos de manera significativa

(P < 0.05). El coeficiente de correlacion del modelo para al CL 5o considerando la

concentracion en agua, dio un mejor ajuste (r = 0.93), que considerando la

concentracion corporal (r = 0.76), aunque en este caso el coeficiente de variacion

fue menor (11.3%).

Tabla 11. Concentracion letal (CLso-16sn) Y concentracion letal corporal (CLCsp.

168h) Medias de la exposicion al Cr, obtenidas para el modelo Probit Log X.

Concentracion de Cr En agua En tejido
CL 50-168h 11.09 mg/L 475.85 pg/gPS (9.15 umol/gPS)
Intervalo de Confianza 5.28 148.9
Coeficiente de determinacién r * 0.86 0.58
Coeficiente de correlacion 0.93 0.76
Coeficiente de variacion (%) 19.7 11.3
X ? 0.0s.3 Obtenido y esperado 2.18<7.82 3.36<7.82

Estos valores se determinaron para las 168 h, ya que a las 96 horas ain no se

presentaba el 50% de mortalidad (Fig. 10).
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Figura. 10. Mortalidad en los ostiones expuestos a Cr alas 96y a las 168 h.

Los controles presentaron 2.51 ugCr/gPS en tejido y el metal en agua estuvo por
debajo del limite de deteccion del aparato (0.002 mgCr/L). Los organismos
incorporaron en el tejido cantidades de Cr proporcionales a la concentracion del
metal en agua. Sin embargo, el factor de bioconcentracion (FBC) fue mayor en los
ostiones que se encontraban en concentraciones bajas; los expuestos a 3.53
mgCr/L incorporaron 289.35 + 138.90 ugCr/gPS vy tuvieron un FBC de 75 + 37,
mientras que en ostiones expuestos a 35.19 mg/L, el FBC fue 36 + 12 dada una
incorporacion de 1244.38 + 412.43 ugCr/gPS. El valor minimo de FBC de 23 + 14,
se determind en especimenes expuestos a 21.48 mg/L, los cuales incorporaron
537.15 + 340.21 ugCr/gPS (Fig. 11).

Los organismos se sometieron a experimentaciéon en condiciones adecuadas,
con un IC = 101.7 g/mL. Este indice disminuyé en todos los organismos como
resultado de la ausencia de alimentacién, y fue en promedio de 49.58 g/mL (+
21.43) al final del bioensayo. Este valor sélo representa un 49 % de IC inicial y

fue semejante entre organismos control y los expuestos a Cr (P > 0.05, ANOVA).
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Del mismo modo, el peso total de los organismos al final del experimento fue

similar entre los lotes, 45.20 + 13.43¢ (tabla 12).

Acumulacion (ugCr/gPS) FBC
1400 + T ou
1200 + - +70
1000 + 160
800 T 4518
600 1 20
400 + + 20
200 + 1 10

0 0

0 35 82 214 251 351 (mg/L)
Crentejido ------- FBC
Figura. 11. Concentracion promedio de Cr en tejido y factor de

bioconcentracién (FBC) en los ostiones expuestos a concentraciones letales.

Tabla 12. Pesos finales de C. virginica expuesta a Cr en la evaluacion de
efectos letales (promedio + DE).

Concentraciéon (mgCr/L)

Peso total (g)

Peso humedo (g)

Peso seco (g)

Control 44.73 + 13.43 3.80+1.15 0.552 + 0.215
3.53 47.63 +£15.16 3.38+1.67 0.456 £ 0.241
8.26 41.32 +10.98 272+1.02* 0.375+0.179 *
21.48 50.02 + 14.13 3.57+1.43 0.330+0.184 *
25.20 41.42 + 14.66 3.73+1.29 0.418 £ 0.184
35.19 46.08 + 11.03 4.13+£0.91 0.512+0.121

* Diferencias significativas (P < 0.05 por ANOVA) respecto a ostiones control.

Solo el peso humedo final de los organismos expuestos a 8.26 mgCr/L fue menor
que el de los controles. Ademas, el peso secO también mostré6 ser menor en
ostiones expuestos a 8.26 mgCr/L y 21.48 mgCr/L al final del experimento. El peso
seco esperado para los ostiones de la longitud seleccionada fue calculado en 1.83
g. Después del bioensayo la pérdida en peso seco representé el 75% tanto en el
grupo control, como en los expuestos.

El peso total, registrado también al inicio de la prueba, fue comparado con los
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valores obtenidos al final, ya mencionados. Los controles y los ostiones expuestos
a 3.53 mgCr/L, tuvieron valores semejantes. Sin embargo, en todas las
concentraciones de exposicion superiores a esta, los pesos al final fueron menores

(P < 0.05 por t de student) (Fig. 12).

60 _Peso total (9)

50 -
40 - * *
30 -
20 -
10 -

0 3.52 8.26 21.47 25.2 35.19
Concentracion de exposicion (mgCr/L)

OPeso inicial (g) M Peso final (g)

* Diferencias significativas (P < 0.05 por ANOVA) respecto a inicial.

Figura. 12. Peso total promedio de los organismos en el bioensayo agudo con
Cr. Se grafica promedio.

B. Efectos del cadmio.

La concentracion en la que se presentd el 50% de mortalidad por exposicion a Cd,
calculada para las 72 h (CL s0.72n) fue de 24.87 mg/L y la concentraciéon letal
corporal media CLC so.72n fue de 502.25 ug/gPS. Estos valores tuvieron un ajuste al
modelo probit X significativo en ambos casos (P < 0.05), con coeficientes de
variacion inferiores a 15%, incluso el obtenido con base en las concentraciones en
el tejido fue menor (7%). Por otro lado, el ajuste obtenido con la concentracion en

agua tuvo un coeficiente de correlacion mayor (r = 0.97) que el derivado de la
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concentracion corporal (r = 0.81) (tabla 13).
El plazo de 72 h fue seleccionado para la determinacion de estas concentraciones,

debido a que en plazos mayores, la mortalidad fue elevada (Fig. 13).

Tabla 13. Concentracion letal (CLsp72n) Y la concentracién corporal letal
(CLCs0.72n) medias de la exposicion al Cd obtenidas por el modelo Probit X.

Concentracion de Cd En agua En tejido
CL s50.72n 24. 87 mg/L 502.25 pg/g (4.47 pumol/g)
Intervalo de confianza 9.54 118.20
Coeficiente de determinacién r * 0.94 0.65
Coeficiente de correlacion 0.97 0.81
Coeficiente de variacion (%) 12.06 7.38
X Z (0.05,3 Obtenido y esperado 0.95 <5.99 4.73<5.99

i 0,
120 Frecuencia acumulada (%)

100
80 |
60
40 -

20 A

0

-20 -

Concentracion de exposicion (mgCd/L)

----- 48 72h 9%6h —-—-120h —--—144h — — —168 h

Figura. 13. Mortalidad en los ostiones con exposicion al Cd determinada en
diferentes periodos.

No obstante, fueron calculados otros valores de CLsoy CLCso para las 96 h'y 120 h
con fines comparativos, (tabla 14). Las CLsoy CLCso de estos plazos y las de 72 h,

fueron graficadas encontrdndose un comportamiento casi lineal con los valores
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basados en las concentraciones corporales, CLCsq (Fig. 14).

Tabla 14. CLsp y CLCsp paralas 96 h'y 120 h de la exposicién al Cd obtenidas

por el modelo Probit X.

CL s0-96h CL s0-120n CLC 50-96n CLC 50-120n
CL 5 11.23 mg/L 9.68 mg/L 386.27 uglg 278.10 pg/g
Intervalo de confianza 1.97 2.65 43.32 270.03
Coeficiente de determinacioén r * 0.99 0.95 0.99 0.36 *
Coeficiente de correlacion 0.99 0.97 0.99 0.60
Coeficiente de variacion (%) 4.4 6.8 2.59 30.57 *
X ? (©0.05,3) Obtenido y esperado | 12.4>3.84* | 2.09<5.99 0.11<3.84 4,78 <5.99
* No significativo.
CL 50 (mgCd/L) CLC 50 (ugCd/g Peso seco)
40 1 700 +
35 T 600
=1 500 |
20 | 400 +
15 + 300 + L
10 200 +
5 e 100 I
72 h 96 h 120 h 72 h 96 h 120 h

Figura. 14. Concentracion letal media (CLso) y concentracion letal corporal
media (CLCso) obtenidas en diferentes periodos para C. virginica expuesta a
Cd (z intervalo de confianza).

La concentracion en el tejido se incrementd de manera proporcional a la
concentracion en agua (r = 0.90), mientras que el Cd acumulado en tejido tuvo una

correlacion significativa negativa con el FBC (r = -0.62, P < 0.05) (Fig. 15).
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Acumulacion (LigCd/ FBC
500 + 70
400 + T 90

+ 50

300 + L 40

200 + T30

+ 20

100 + 110
0 0

0 5.7 13.1 18.9 30.5 (mg/L)

Cd en tejido ------ FBC

Figura. 15. Concentraciéon corporal de Cd y factor de bioconcentracion (FBC)
en los ostiones sometidos a concentraciones letales del metal.

Cabe mencionar, que en caso de esta prueba, el Cd acumulado en los ostiones
gue murieron durante la prueba tuvo marcadas diferencias con el que se acumulé
en organismos que sobrevivieron al bioensayo. Haciendo un analisis por separado
de estos organismos, se pudo apreciar la diferencia en los niveles incorporados por
especimenes expuestos a 5.75 mgCd/L, que murieron antes de transcurrir 72 horas
del bioensayo, los cuales incorporaron 261.2 ugCd/gPS y tuvieron un FBC de 45,
mientras que los ostiones sobrevivientes al biensayo, expuestos en esa
concentracion, incorporaron unicamente 158.0 ugCd/gPS vy tuvieron un FBC de 27.
De igual manera, los organismos expuestos a 30.05 mgCd/L, que murieron a las 72
h, acumularon 508.8 ugCd/gPS en tejido y tuvieron un FBC de 17, mientras que los
sobrevivientes en esa concentracion, solo incorporaron 113.20 ugCd/g y su FBC
fue de 4 (Fig. 16). Esto es, los organismos sobrevivientes del bioensayo
acumularon menos Cd y tuvieron por ende un FBC menor que los que murieron en
el transcurso de las pruebas. No se llevé a cabo una comparacion estadistica,

debido a que el niumero de ejemplares no lo permitio.
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Acumulacion (ug/g PS)
600 -
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400
300 -
200 -
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0 5.75 13.05 18.85 30.05 (mgCdiL)

m Cd en ostiones muertos a las 72 h 0 Cd en sobreviviventes ( g/g)
n

Figura. 16. Cd acumulado en el tejido de los ostiones muertos alas 72 h y en
los sobrevivientes alas 168 h del bioensayo con concentraciones letales.

El indice de condicion (IC) en los ostiones control de este bioensayo, mostré una
disminucion desde 101.7 g/mL hasta 48.1 g/mL como resultado de la ausencia de
alimento. Este indice no fue determinado en los organismos expuestos al Cd, debido
a que los sobrevivientes mostraron una alteracion en el cierre de valvas, el cual se
hizo lento e incompleto, de manera que al ser extraidos del acuario, los
sobrevivientes no se cerraban completamente y su liquido intervalvas se perdio.

Los pesos obtenidos al final del ensayo (peso total hiumedo y seco) fueron
significativamente inferiores en los organismos expuestos (Fig. 17). El peso seco
esperado para ostiones de la talla utilizada es de 1.71 g. Después del bioensayo, el
peso seco de los organismos control fue de 1.11 g (+ 0.46), y en promedio fue 0.84
g (£ 0.25) en organismos expuestos. En los organismos control, representd 30%

menos del valor calculado, mientras que en los ostiones expuestos, la pérdida fue

del 50%.

62



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Resultados Fase de letalidad

Peso total (g) Peso himedo (g) Peso seco (g)
70 T & 27, 2
60 + 101
0 15 T
50 + g |
40 + + F F 6L + k 14
30 + } F }
4 L
20 + 0.5 +
71 “1 0 I | | | |
4 I I I | 0 b t | } ] T T t b |
0 7.75 13.1 189 305 0 7.75 13.1 189 305 0 775 131 18.9(:3/0.5
(mgCd/L) (mgCdiL) (mgCdiL)

* Diferencias significativas (P < 0.01 por ANOVA) entre controles y expuestos.

Figura. 17. Peso total, humedo y seco (g) de los organismos al final de la
exposicion al Cd (promedio + DE).

El incremento de la concentracion de Cd en el tejido de los especimenes expuestos
que murieron a lo largo del ensayo, tuvo una correlacion inversa significativa (P <
0.05) con el peso total, el peso humedo y el peso seco (r=-0.48,r=-034yr=-
0.35, respectivamente). La correlacion negativa fue todavia mayor con el peso seco
de los organismos que sobrevivieron a las 168 h (r = -0.96), los cuales fueron
sacrificados al final del bioensayo, ya que en estos, la pérdida de peso seco y

acumulacién de Cd fueron mayores.

C. Comparacion de las respuestas letales en ambos metales.

La CLsp y la CLCso Obtenidas mostraron la mayor toxicidad del Cd. La exposicion al
Cr demostré que la mortalidad se interpreté mejor con base en las concentraciones
medidas en agua. En el caso del Cd el modelo aplicado, tanto para la CL so, cOmo

para la CLC s, fue significativo e incluso, en el caso del tejido, presenté una menor
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variacion. Los ostiones que murieron a las 72 horas acumularon mas Cd que los
sobrevivientes en dos concentraciones de exposicion, ademas se observé una
importante pérdida de peso en todas las concentraciones. En contraste, en
organismos expuestos al Cr, la acumulacién del metal en los ostiones que murieron
durante el bioensayo y los sobrevivientes fue similar y la pérdida de peso de los
organismos expuestos no fue siempre significativa respecto a los controles. Las
diferencias mas claras se apreciaron al comparar los pesos totales al inicio y al final
del bioensayo, ya que los ostiones expuestos a las concentraciones mas altas de
Cd mostraron diferencias significativas con los valores iniciales. Otro aspecto que
corrobora la mayor toxicidad de este metal, es que la maxima acumulacion fue
cercana a 700 ugCd/gPS, mientras que en el caso del Cr se alcanzaron niveles de
1200 pg/gPS. El FBC fue mayor en las concentraciones mas bajas en ambos
metales, pero los valores de FBC fueron menores en el caso del Cd, ya que tuvo
valores minimos de 15 en la maxima concentracién de exposicion, mientras que en

el caso del Cr, el minimo fue 24 (Fig. 18).

Cadmio Cromo
FBC
100
80
60
40 \
20 o
0 T T T T T T T T T T T 1
0 57 131 189 305 0 353 826 21.5 252 352
(mgCd/L) (mgCr/L)
FBCCd e FBC Cr

Figura. 18. Factor de bioconcentracion (FBC) de los organismos expuestos a
concentraciones letales Cd y Cr.
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3.3.5 FASE DE SUBLETALIDAD.

3.3.5.1. EVALUACION DE LAS RESPUESTAS BIOQUIMICAS.

A. Morfometria.

Los organismos tuvieron en promedio una relacién peso seco/peso humedo de
0.16, lo que representa un porcentaje promedio de humedad de 83.0% (tabla 15).
Los controles tuvieron un 84.6 % en todos los tejidos. EI mayor porcentaje, se
presentd en la branquia, 86.2 %. Los ostiones expuestos a ambos metales
presentaron un menor porcentaje de humedad en glandula digestiva (79.3%, P <

0.05), lo que indicaria una deshidratacion (Fig. 19).

Tabla 15. Relacién peso seco/peso humedo (gPS/gPH) en los tejidos de los
ejemplares expuestos durante cinco dias a niveles subletales de Cr y Cd.

Control 0.088 mgCr/L 0.144 mgCr/L 0.110 mgCd/L 0.211 mgCd/L
Branquia | 0.15 0.13 0.14 0.14 0.14
Glandula | 0.16 0.20 0.21 0.22 0.20
Musculo 0.16 0.17 0.17 0.20 0.17
(%)

88 1 O cControl

86 -

84 1 0.110 mgCd/L

82

80 ~ B 0.211 mgCd/L

78 -

76 - B 0.088 mgCr/L

74

Branquia Glandula Musculo B 0.144 mgCr/L

Figura. 19. Porcentaje de humedad promedio de los tejidos de C. virginica

al término de la evaluacion bioquimica.
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B. Determinacion de metalotioneinas.

De los tres tejidos analizados, los niveles mas altos de metalotioneinas se
encontraron en la glandula digestiva. En los controles experimentales la
concentracion de metalotioneinas de la glandula digestiva fue similar en los dos
bioensayos (P > 0.05, U Mann-Whitney), por lo que los datos se analizaron
promediando ambas pruebas.

Los organismos control mostraron valores diferentes en los dias analizados (D1, a
las 6 h de iniciado el ensayo; D3, a las 72 h; y D5, a las 96h). La mayor fluctuacion
se observé en glandula digestiva, en la cual los valores se encontraron entre 35
ug/g y 435.6 ug/g de tejido, siendo las concentraciones del D3, las mayores (P <
0.04 por Kruskal-Wallis). En el caso del musculo abductor fue hasta el D5 que se
registraron valores significativamente elevados (P < 0.04). Las concentraciones en
la branquia tuvieron valores similares en los tres dias evaluados, lo que pudo ser

resultado de la amplia dispersion de los datos (P < 0.05) (Fig. 20).
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Figura. 20. Metalotioneinas (ng/g de tejido humedo) en los tres tejidos de los
organismos del grupo control, evaluados los dias 1, 3y 5 del bioensayo. Se

sefialan valores promedio, error estandar (EE) y desviacion estandar (DE).
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Debido a la elevada dispersion de los datos, solo se observaron diferencias
estadisticas entre los controles y los expuestos a Cr, en el masculo abductor y la
glandula digestiva, a las 6 h de la exposicion (P < 0.05, Kruskal-Wallis) (tabla 16).
La branquia no mostro diferencias, a pesar de que el promedio de los controles
fue 8.5 ug/g y en los expuestos a 0.088 mgCr/L se registraron 93.8 ug/g. En
exposicion al Cr no hubo diferencias entre los dias evaluados (P > 0.05).

En los ostiones expuestos a Cd, no se apreciaron diferencias entre controles y
expuestos, sin embargo, las variaciones entre los dias evaluados fueron
evidentes. Concentraciones significativamente elevadas de metalotioneinas en
branquia y musculo se registraron a las 72 y 96 h en las dos concentraciones de
exposicion. La concentracién promedio mas alta en branquia fue de 275.0 ug/g y
en el caso del musculo abductor fue de 138.4 ug/g. En la glandula digestiva, la
concentracion de metalotioneinas fluctué significativamente entre los valores
registrados a las 6 h de exposicion (59.3 ug/g) y los determinados a las 72 h, que
se elevaron a 810.1 ug/g en organismos expuestos a 0.110 mgCd/L (Fig. 21).
Tanto en los ostiones control, como en los expuestos a ambos metales, se
observod induccion de metalotioneinas a las 72 h de exposicion con amplias
dispersiones de los datos, por lo que no se demostraron diferencias significativas

en los ostiones expuestos a los metales en ese lapso.
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Tabla 16. Concentracion de metalotioneinas (ug/g de tejido humedo) en
branquia, musculo abductor y glandula digestiva de ostiones expuestos a Cr

y Cd, y evaluados los dias 1, 3y 5 de exposicion (promedio + DE).
Tejido y dia Control 0.088 mgCr/L |0.144 mgCr/L | 0.110 mgCd/L | 0.211 mgCd/L
Branquia |D1 8.5 93.8 66.8 16.0 11.2
(+ 6.0) (+ 79.8) (+ 68.8) (+ 15.2) (0.9)
D3 72.6 96.9 78.1 85.9 ** 275.0 **
(x77.8) (x 122.5) (+138.3) (x63.4) (x 452.4)
D5 69.3 63.3 127.5 116.8 ** 98.7 **
(£ 29.6) (£ 43.9) (£ 90.6) (37.2) (*77.0)
Mdsculo | D1 34.5 92.2 * 182.5 * 38.8 57.7
abductor (+21.3) (+ 55.4) (+ 90.9) (+ 16.6) (+ 16.5)
D3 46.9 26.8 73.4 53.9 ** 36.5 **
(+ 38.1) (+ 14.6) (+ 67.3) (+ 43.7) (+ 37.6)
D5 109.1 59.6 268.7 138.4 ** 80.5 **
(+ 59.9) (+ 32.5) (+ 463.53) (+ 128.3) (+ 24.4)
Glandula |D1 33.0 251.0* 172.0* 59.3 76.4
digestiva (37.2 (x 175.5) (£ 90.11) (£ 69.3) (x 73.54)
D3 435.6 299.2 266.2 810.1 ** 491.0
(x377.1) (£ 263.5) (+ 46.0) (+ 860.3) (x 470.4)
D5 126.4 159.5 75.4 158.6 178.4
(£ 57.9) (£ 74.8) (+ 80.0) (£ 94.8) (x124.2)

* Valores superiores en los organismos expuestos a Cr respecto a los controles; ** Valores
superiores a los registrados el primer dia en exposicién a Cd (P < 0.05, Kruskal-Wallis).
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Figura. 21. Variacion de las concentraciones de metalotioneinas (ug/g de
tejido humedo) en los tejidos de organismos control y expuestos a Cry Cd,
en los tres dias evaluados. Se grafican valores promedio.

A pesar de no demostrarse las diferencias significativas, pudo apreciarse sin

embargo, que el 83.5% de los organismos expuestos a los metales mostraron
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concentraciones por encima del promedio en los controles de branquia, en
proporciones que iban de 10% mas, hasta 16 veces el valor de referencia,
mientras que solo el 16.5% estuvo por debajo de estos valores. En glandula
digestiva, el 72.5% de las muestras tuvieron de 10% hasta 13.5 veces el valor de
los controles y solo el 27.5% tuvieron valores inferiores. Finalmente, en el mlsculo
abductor, el 57.5% de las muestras de organismos expuestos tuvieron desde 10%
hasta 7 veces el valor de los controles, y el 42.5 % fue inferior. De manera que en
este tejido, no se observd una proporcion marcada de muestras con
concentraciones por encima de los controles, como en la branquia y en la glandula

digestiva.

C. Estrés oxidativo.

Este biomarcador se midid a través de la lipoperoxidacion, la cual se describe
como produccion de malondialdehido (MDA) en nmol/mg de proteina, y solo se
analizo en glandula digestiva, donde los valores promedio fueron 74 £ 29 mg/mL.

Los valores obtenidos en los controles, 155.8 + 42.4 nmol/mg de proteina, fueron
similares en los tres dias evaluados. Los ostiones expuestos a Cr mostraron
concentraciones significativamente mayores el tercer dia. También ese dia los
organismos expuestos a 0.088 mgCr/L, presentaron mayor produccion de MDA
que los controles (P < 0.05). El quinto dia, los organismos expuestos 0.144
mgCr/L, mostraron valores bajos respecto al control (P = 0.02). Los organismos

expuestos a Cd presentaron valores mayores que los controles el primer dia de
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exposicion (P < 0.03), aunque estos organismos no mostraron diferencias

apreciables entre los dias analizados (tabla 17).

Tabla 17. Concentraciones de MDA (nmol/mg de proteina) en la glandula
digestiva de ostiones expuestos a concentraciones subletales de Cr y Cd.

Dia Control 0.088 mgCr/L | 0.144 mgCr/L 0.110 mgCd/L | 0.211 mgCd/L
1 133.5 192.1 131.5 213.02 262.62
3 179.0 271.7*° 157.5 155.9 231.6
5 155.1 150.6 83.8" 147.0 197.3

. . : : . b
* Valores mas altos el dia 3 (P < 0.05, Kruskal-Wallis); @ valores superiores a controles ese dia;

menor al control, MDA, Malondialdehido.

La respuesta derivada de la exposicion al Cd fue mayor y fue evidente el primer
dia de exposicion (a las 6 h), mientras que la respuesta en la exposicion al Cr, fue
posterior, hasta las 72 h (Fig. 22). En ambos metales los niveles de MDA

disminuyeron para el quinto dia.
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Figura. 22. Comportamiento de las concentraciones de MDA (nmol/mg
proteina) en glandula digestiva de ostion, resultante de la exposicién a Cr y
Cd en los tres dias evaluados.
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El incremento de MDA en ostiones expuestos a Cr se aprecid a las 72 h de
exposicion, mientras que el incremento de las metalotioneinas se observé a las 6
h de exposicion.

Los valores elevados de MDA en glandula digestiva de organismos expuestos a
Cd se observaron Unicamente a las 6 h de exposicion, mientras que las
concentraciones elevadas de metalotioneinas en este 6rgano, se apreciaron a las
72 h en ostiones expuestos a 0.110 mgCd/L. En este caso, la ausencia de
diferencias significativas respecto a los controles derivd de la dispersion de los
datos, sin embargo el incremento mencionado, indica una alteracién importante en

los organismos expuestos a 0.110 mdCd/L.

A. Metalotioneinas, lipoperoxidacion y acumulacion de los

metales.

Las determinaciones de metales en ostion se obtuvieron con un nimero limitado
de organismos, ya que en el primer ensayo solo se conté con dos animales por
concentracion y en el segundo con uno, si bien todas las lecturas tuvieron tres
réplicas. El nimero de organismos fue restringido porque los especimenes
tuvieron que ser seccionados para tomar las muestras utilizadas en la
determinacion de metalotioneinas y lipoperoxidacion. Debido a que no se
observaron diferencias significativas entre los dos bioensayos realizados para
cada metal, se presentan los promedios de ambas pruebas. Las concentraciones

en tejido se obtuvieron al final del ensayo, después de 96 h de exposicion.
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Los organismos expuestos a Cr presentaron mayor concentracion del metal en
branquia (27.47 ngCr / gPS) en exposicion a 0.088 mgCr/L y menor (19.41 ugCr/
gPS) en exposicion a 0.144 mgCr/L. Por el contrario, los niveles alcanzados en
glandula digestiva, fueron proporcionales a la concentracién en agua, donde la
acumulacién en la concentracion de 0.144 mgCr/L (28.19 ugCr / gPS), fue mas del
doble que la alcanzada en exposicion a 0.088 mgCr/L (13.89 ugCr / gPS). El
musculo abductor fue el tejido con menor acumulacién del metal (méximo 10.76
ug / gPS). La concentracion de Cd en cada tejido indicé que también la branquia y
la glandula digestiva acumularon mas el metal, respecto al musculo abductor. Los
valores alcanzados en branquia (34.54 ugCd / gPS y 47.51 ugCd / gPS) y en
glandula digestiva (39.84 ugCd / gPS y 48.69 ngCd / gPS), fueron proporcionales
a la concentracibn en agua y contrastaron con los registrados en musculo

(méximo 10.80 ugCd / gPS) (Fig. 23).
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Figura 23. Concentraciones promedio de Cry Cd en los tres tejidos de ostién
analizados al final de las pruebas bioquimicas.
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El FBC de Cr fue mayor en la concentracion 0.088 mg/L en los tres tejidos
analizados. En el caso del Cd, el FBC fue mayor que el del Cr y en glandula
digestiva y branquia se asoci6 a la concentracion 0.110 mg/L. El mdsculo abductor
tuvo el mayor FBC en la concentracion 0.210 mg/L y representd una acumulacion

inferior a los otros tejidos (tabla 18).

Tabla 18. Concentraciones de metal registradas en agua (mg/L) y factor de
bioconcentracién (FBC) durante las pruebas bioquimicas.

Cr Cd
Control Control
Agua (mg/L) 0.021 0.088 0.144 0.052 0.110 0.211
FBC Branguia 343.2 298.6 125.2 65.3 314.0 225.2
FBC Musculo 122.1 111.5 51.2 0 30.7 51.2
FBC Glandula digestiva 563.7 151.0 181.9 34.9 362.2 230.8

El analisis del comportamiento de las metalotioneinas en relacion a las
concentraciones de metal en el agua, en el ostion y su FBC, se describe en la
tabla 19, en la cual solo se incluyeron aquellas correlaciones que fueron
significativas (P < 0.05). En este anlisis solo se consideraron los datos del quinto
dia de exposicion, ya que no se obtuvieron datos de acumulacién en otros plazos.

Las concentraciones de Cr en el agua y en el ostion tuvieron correlacion negativa
con el FBC, el cual fue mayor en la concentracion de exposicion menor. En estos
organismos, la produccién de metalotioneinas en branquia y en glandula digestiva
se correlacion6é directamente con la concentracion de Cr en agua y en ostion,
mientras que la correlacion fue negativa con el FBC de Cr en la glandula y el
musculo.

En el caso de los organismos expuestos al Cd, la produccion de metalotioneinas,

presentd correlaciones positivas con el contenido de Cd en agua, en ostion y
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también con el FBC la glandula digestiva y la branquia. EI masculo abductor,
parecié responder de manera pasiva a la acumulaciéon del Cd, ya que no se
observaron correlaciones relevantes de las metalotioneinas con el Cd en el agua,
en el organismo, ni con el FBC en este tejido.

En el caso del dafio peroxidativo, el cual solo fue analizado en glandula digestiva,
los niveles altos de MDA presentaron una correlacion negativa (r = -0.75), con la
concentracion de Cr en el ostion. Esto es, hubo mayor dafio peroxidativo en
ostiones que tuvieron menor acumulacion del metal. En el caso del Cd, la
concentracion de MDA presentd una correlacion positiva con la concentracion del
metal en agua (r = 0.99). La produccion de MDA, no presentd correlaciones

relevantes con el FBC en ninguno de los dos metales.

Tabla 19. Correlacion de las metalotioneinas (MT) y la lipoperoxidacion
(LIPO) con las concentraciones de Cr y Cd en agua y en ostion. Se incluyen
solo las correlaciones significativas.

Induccion por Cr.

Branquia Mdsculo Glandula
Cr Cr Cr Cr Cr Cr
MT | Agua | Ostion MT Agua | Ostién MT | Agua | Ostién | LIPO
CrAgua | 0.71 0.84 0.94
Cr Ostion | 0.99 | 0.64 0.72 0.73 0.92 -0.75
FBC -0.92 -0.99 -0.89 -0.98 | -0.85 -0.58
Induccién por Cd.
Branquia Musculo Glandula
Cd Cd Cd Cd Cd Cd
MT | Agua | Ostion MT Agua | Ostién MT | Agua | Ostién | LIPO
Cd Agua | 0.48 0.99 0.99
Cd Ostién | 0.77 | 0.93 0.99 0.94 0.88
FBC 0.99 | 0.51 | 0.80 0.96 0.95 0.60 0.47 0.83

MT, metalotioneinas; LIPO, Lipoperoxidacion; FBC, Factor de Bioconcentracion.
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3.3.5.2. RESPUESTAS FISIOLOGICAS.

En esta seccion se presentan las respuestas directas medidas durante el bioensayo
con exposicion de 20 dias. Inicialmente se mencionan aspectos relacionados con
mortalidad que llegd a presentarse durante las pruebas, después se analiza la
morfometria, finalmente las respuestas fisiologicas. Las actividades metabdlicas que
se describen son: el consumo de oxigeno, la excrecidon nitrogenada, el consumo de

alimento, y la produccion de heces.

A. Mortalidad durante la prueba.

A pesar de que las concentraciones seleccionadas se consideraron adecuadas para
las pruebas de subletalidad, llegd a presentarse mortalidad en el bioensayo en los
dias indicados en la tabla 20. En exposicién a Cr, el primer caso se presento el dia
12 en la concentracion 0.080 mgCr/L, lo que representaba 6.25% de mortalidad v,
hasta el dia 16, se presentd otro, esta vez en la concentracion 0.180 mgCr/L .
Todavia llegé a presentarse un caso mas en la primera concentracion, el dia 18
(12.5% de mortalidad), pero se decidié no suspender este experimento dado que
restaban solamente tres dias para terminar el plazo programado. Sin embargo, al
presentarse otro organismo muerto en la segunda concentracién, se terminé el
ensayo el dia 20. En el caso de los organismos expuestos a Cd, el primer organismo
muerto se presento a los 6 dias de iniciado el bioensayo en la concentracion 0.170

mgCd/L; el segundo, el dia 8 en 0.095 mgCd/L. Debido a que el dia 9 muri6é otro
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ostion en la concentracion 0.170 mgCd/L, el dia 10, se suspendié la exposicion a
esta concentracion. El dia 14 se suspendioé el experimento con Cd, debido a la

mortalidad de un organismo mas.

Tabla 20. Mortalidad de C. virginica durante el bioensayo de evaluacion de
respuestas fisiolégicas en exposicion a concentraciones subletales de Cr y
Cd.

Dia 6| 7| 8] 9]110] 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19| 20

Control

0.080 mgCr/L * *

0.180 mgCr/L * *

0.095 mgCd/L * *I o

0.170 mgCd/L| * * b

* Mortalidad de un individuo del lote de 12; ®, suspension del bioensayo en esa concentracion.

B. Morfometria posterior al bioensayo.

Las caracteristicas de los organismos obtenidas al final de los bioensayos (tabla 21),
hicieron evidente que los organismos expuestos a Cr (los cuales llegaron a los
veinte dias de exposicion), presentaron pesos menores respecto a los organismos
del grupo control (P < 0.02, ANOVA). En los ostiones expuestos a 0.180 mgCr/L el
peso total de fue 47.63 + 9.33 g y represento el 80% del peso total de los controles,
59.17 £ 11.70 g. El peso humedo fue 4.80 + 1.13 g y representé el 71% respecto a
los controles 6.75 + 1.67 g. El peso seco fue 0.81 + 0.28 g, correspondiente al 59%
del grupo control (1.38 + 0.47 g). La exposicién de 10 y 14 dias al Cd no modifico el

peso de los ostiones respecto al grupo testigo (P > 0.05).
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Tabla 21. Pardmetros morfométricos de los ostiones al término de las pruebas
fisiolégicas con exposicion subletal al Cry al Cd (promedio + DE).

Longitud Ancho Alto Peso total | Peso Himedo| Peso seco
(mm) (mm) (mm) (9) (9) (9)
Control 700+7.0| 479+56|28.4+5.00 59.17+11.70| 6.75+1.67 | 1.378 + 1.467
0.080 mgCr/L | 68.9+6.0| 47.4+4.7|28.9+3.3] 56.54 +9.91 593 +1.42 | 1.029 + 0.405%
0.180 mgCr/L | 70.4+6.3| 455+7.9|255+46| 47.63+9.33* 4.80+1.13*| 0.807 £ 0.282*
0.095mgCd/L | 67.0+£4.8| 495+6.9|259+44| 5469+13.31| 6.21+1.68 | 1.276 £ 0.613
0.170 mgCd/L | 68.8+6.9| 499+59|28.3+4.9] 56.83+17.27| 554+1.31 | 1.231+£0.438

* Diferencias significativas respecto al control.

La comparacion entre la morfometria inicial y la final, indico diferencias significativas
en la longitud de los organismos (P < 0.01, t de student apareada). El promedio al
inicio del bioensayo fue 69.6 mm y al final 70.0 mm. Sin embargo, debido a que esta
caracteristica se obtiene con vernier, y puede existir el riesgo de manipulacion, esta
diferencia no se consideré contundente. EI ancho y el alto no presentaron
diferencias importantes. Por otro lado, el peso total de los organismos control fue
menor (P < 0.01) al inicio del ensayo (55.92 + 8,59 @), respecto al final (56.39 +
11.70 g), lo que implica que unicamente los ostiones no expuestos a los metales
mostraron un incremento en el peso.

El peso seco esperado para ostiones de la clase de talla utilizada durante los
bioensayos (Powell et al., 1992), indic6 valores similares a los obtenidos al término
del ensayo, en los organismos control y en los expuestos a 0.095 mgCd/L (P > 0.09,
t de student). Sin embargo, en los expuestos a 0.080 mgCr/L, 0.180 mgCr/L, asi
como a 0.170 mgCd/L, fue menor al esperado (P < 0.01) (tabla 22). Estos ultimos,
los expuestos a 0.170 mgCd/L, también tuvieron un peso seco significativamente
menor al de los controles, a pesar de duraron menos tiempo en el bioensayo. Si

bien el peso seco indicdé que hubo un deterioro en estos organismos, el indice de
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condicién (IC), no se afectd por la exposicion a los metales, durante el periodo de
prueba. De acuerdo a este indice, los organismos se encontraban aun en buenas
condiciones al final del bioensayo. El IC menor, se registré en ostiones expuestos a
0.180 mgCr/L (96.1 g/mL), pero se considera que los ostiones se encuentran en
condiciones adecuadas si su IC esta entre 80 g/mL y 100 g/mL (Walne, 1984).

Tabla 22. Peso seco (promedio + desviacion estandar) e indice de condicion
(obtenido con todo el lote) de los organismos en las pruebas de evaluacion

de respuestas fisioldgicas.

Peso seco obtenido | Peso seco esperado | indice de Condicién
(9) (9) (g/mL)
Mantenimiento 1.59+0.13 131.8 Al inicio
Control 1.38 £ 0.47 1.66 114.0 20 dias
0.080 mgCr/L 1.03+0.40* 1.58 101.7 20 dias
0.180 mgCr/L 0.81+0.28 *° 1.68 96.1 20 dias
0.095 mgCd/L 1.28 + 0.61 1.46 106.4 14 dias
0.170 mgCd/L 1.23+0.44* 1.66 115.4 10 dias

* Diferencias significativas respecto al esperado; ?, significativamente menor que el control.

C. Consumo de oxigeno.

Se compararon las condiciones iniciales de oxigeno disuelto en las camaras
experimentales, para observar si los organismos se encontraban en condiciones
similares. Los valores de oxigeno disuelto al inicio de la evaluacién fueron similares
en las doce camaras con organismos control, lo mismo que en las camaras de
cada una de las concentraciones de exposicion (P > 0.05, ANOVA). El oxigeno
disuelto promedio en las camaras al inicio de la evaluacién del consumo, tuvo un
promedio de 3.81 + 0.64 mg/L. El promedio inicial en las camaras sin organismos

fue de 4.6 £ 0.22 mg/L. El consumo de oxigeno en las camaras sin organismos,
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tuvo un promedio de 0.24 mg/h por camara. Este valor fue restado del consumo de
oxigeno de cada animal.

El oxigeno que fue consumido por cada organismo control en una hora, fue similar
en los doce especimenes que conformaron el lote (P > 0.05, Kruskal-Wallis). En
este lote se presentd un consumo mayor el dia 5 del experimento de 0.70 + 0.40
mg/h/gPS (P < 0.05, Kruskal-Wallis), mientras que los dias restantes fue en
promedio de 0.26 + 0.18 mg/h/gPS.

La respiracion mostro valores uniformes en los organismos expuestos a Cr, a lo
largo de los dias evaluados, estos consumieron en promedio 0.52 £ 0.37 mg/h/gPS
y 045 = 0.40 mg/h/gPS, en exposicion a 0.080 mgCr/L y 0.180 mgCriL,
respectivamente. La respiracion de los organismos expuestos a Cr fue
practicamente idéntica los dias 10, 14 y 19 en las dos concentraciones de prueba
(Fig. 24).

Los ostiones expuestos al Cd mostraron variaciones en el consumo de oxigeno a lo
largo del bioensayo (P < 0.05). El dia 5, los organismos expuestos a 0.170 mgCd/L
tuvieron un mayor consumo (0.88 + 0.77 mg / h / gPS) que el resto de los
organismos, incluyendo los controles (P < 0.03). En la concentracion 0.095
mgCd/L, el dia 14 los ostiones presentaron el mayor consumo de oxigeno promedio
registrado en el bioensayo que fue de 1.41 + 1.16 mg / h / gPS (P < 0.01). Los
ostiones expuestos a esta concentracién, en contraste, habian mostrado un
consumo bajo el dia 3 (0.16 £ 0.03 mg / h / gPS). En los ostiones expuestos al Cd
el consumo de oxigeno fue heterogéneo dentro de cada lote, de hecho, las
desviaciones estandar manifestaron la presencia de casos extremos en los lotes

con organismos expuestos a ambos metales a partir del dia 10 (tabla 23).
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Dia de ensayo
—0— —— e — % —

Control 0.80 mgCr/L 0.180 mgCr/L 0.95 mgCd/L 0.170 mgCd/L

* Diferencias significativas respecto a los demas lotes.

Figura. 24. Variaciéon del consumo de oxigeno en C. virginica (mg / h / gPS) a
lo largo del bioensayo para evaluacion de respuestas fisioldgicas. Se grafican
valores promedio.

Tabla 23. Consumo de oxigeno (mg / h / gPS) en C. virginica expuesto a Cr y
Cd. Se presentan valores promedio * desviacion estandar.

Dia Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L 0.095 mgCd/L 0.170 mgCd/L
D3 - 0.64 +0.44 0.37£0.18 0.16 +0.03 * 0.34+0.34
D5 0.70 £ 0.40 0.55 £ 0.51 0.46 £ 0.30 0.48 £0.54 0.88+0.77 *
D10 0.21+£0.13 0.65 £ 0.36 0.66 + 0.64 0.47 £0.63 0.44 +£0.43
D14 0.22 £0.26 0.42+£0.35 0.42 +£0.52 141+1.16*

D19 0.34 £0.14 0.34 £ 0.21 0.35+0.37

* Diferencias significativas respecto al resto de los lotes (P < 0.05, Kruskal-Wallis).

Las variaciones en el consumo de oxigeno no se asociaron a la pérdida de peso de

los organismos en ninguno de los dos metales.
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D. Excrecién nitrogenada.

La concentracion de amonio total promedio al inicio de los bioensayos fue de 0.13
0.09 mg/L y los valores fueron similares entre las doce camaras de cada condicion
experimental. La concentracién inicial en las camaras sin organismos fue 0.15 %
0.02 mg/L. El incremento de amonio total en estas fue de 0.053 mg/h. Este valor
fue restado de la produccion individual.

De manera general, se observé una disminucion en los valores a los largo de los
dias evaluados (P < 0.05, Kruskal-Wallis). Esta fue significativa en los organismos
control y en los expuestos a Cr, los cuales mostraron la tasa mas baja dia 19 (P <
0.04). Solo se demostr6 una mayor excrecion nitrogenada en los organismos
expuestos a 0.180 mgCr/L el dia 10 (0.141 + 0.088 mg N-AT / h / gPS), respecto a

los controles (P < 0.01) (Fig. 25).

(mg N-AT / h /gPS)
0.25 ~

0.2 1 X,

015 *(0.180 mgCr/L)

0.1

0.05 1

3 5 10 14 19
Dia de ensayo
a A
Control 0.80 mgCr/L 0.180 mgCr/L  0.95 mgCd/L 0.170 mgCd/L
* Diferencias significativas respecto a los demas lotes.

Figura. 25. Variacion en la excrecion nitrogenada de C. virginica (mg N-AT / h /
gPS), a lo largo del bioensayo para evaluacion de respuestas fisioldgicas. Se
grafican valores promedio.
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En los organismos expuestos al Cd, no se observaron diferencias significativas por

efecto del metal (tabla 24). La dispersion de los datos de excrecién nitrogenada fue

amplia e influyd en el analisis.

Tabla 24. Excrecion nitrogenada (mg N-AT / h / gPS) en los ostiones
expuestos a Cr y Cd. Se indican valores promedio + desviacion estandar.

Dia Control 0.080 mgCr/L 0.180 mgCr/L 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
D3 0.045 £ 0.041 0.083 + 0.063 0.077 £ 0.068 0.098 + 0.080 0.195 £ 0.250
D5 0.054 + 0.037 0.070 0.050 0.098 £ 0.16 0.059 + 0.057 0.083 £ 0.122
D10 0.017 £ 0.026 0.061 +0.083 0.141 +£0.088* | 0.075+ 0.053 0.059 + 0.084
D14 0.046 + 0.035 0.047 + 0.086 0.023 £ 0.027 0.012 +£0.015

D19 0.010 £ 0.010 0.003 + 0.003 0.019 £ 0.009

* Mayor excrecion respecto al control (P < 0.05, Kruskal-Wallis).

E. Consumo de alimento.

El numero de células colocadas como alimento en las camaras experimentales a lo
largo de los bioensayos, fue en promedio de 9,769 cel/mL. La tasa de depositacion
de células se calculé en las seis camaras sin organismos. En estas, la cantidad
diaria de células colocada, se estim6 en 10,134 + 2,756 cel/mL. Las
concentraciones fueron similares en las camaras y fueron similares en los dias en
los que se determind la tasa de depositacion (P > 0.05, ANOVA). Como se llevo a
cabo el recambio diario de un litro de agua, en cada ocasién, se adiciond una
densidad de células semejante a la colocada el dia anterior, y dado que no habia

consumo de células en estas camaras, la concentracion total se incrementé cada

dia. Debido a esto, los valores se ajustaron por regresién lineal para conocer el
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incremento de células diario en las camaras, y la diferencia por dia permitié a la
vez estimar la tasa de depositacion diaria de células. Con estos datos se determiné
la depositacion diaria de 3,728 cel/mL, con la cual se efectuaron las correcciones
del numero de células incorporadas por los organismos. La depositacion fue similar
en las seis camaras sin organismos durante los dias evaluados (P > 0.05). La
concentracion inicial de células registrada en cada uno de dispositivos
experimentales con organismos, en las ocasiones en que se evaluo el consumo de
alimento (dias 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16 y 17), fue en promedio 10,707 * 5,398 y fue
semejante en los lotes control y los expuestos a los metales. Ademas fue similar a
la concentracion colocada, (P > 0.05, t de student). A pesar de que los dispositivos
con ostiones expuestos a Cd mostraron un valor promedio aparentemente mayor
cada dia, alcanzando el dia 12, una concentracion hasta de de 23,883 cel/mL, las
concentraciones de células registradas dentro de las camaras no mostraron

diferencias significativas entre los dias evaluados (P > 0.05, ANOVA) (Fig. 26).

Numero de células colocadas | Numero de células registradas Depositacion
(cel/mlL)
[cel/mL]
20000 -
14000 18000
T 16000 - i
12000 - 14000 - 15000
10000 - 12000
8000 | 10000 1 10000 -
| 8000 =3890.7x - 3225.3
6000 y
6000 5000 - 2 _
| =0.6962
4000 4000 | 2
2000 - 2000 0
0 - 0 | s B B B B Bt B B B By | 1 2 3 4 5
135 7 911131517 1.3 5 7 9 11131517 Dia de ensayo
Dia de ensayo .
Dia de ensayo

Figura. 26. Numero de células de T. suecica suministradas a cada organismo
(promedio) y depositaciéon de células en las camaras sin organismos.
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La incorporacién de células por parte de los organismos se considerd continua en
24 horas, al igual que su depositacion. El consumo diario se determin6 en millones
de células por organismo. El grupo de ostiones control present6é diferencias
significativas en los dias analizados (P < 0.01, ANOVA), con consumo significativo
el dia 7 y una posterior disminucién paulatina. Los ostiones expuestos a Cr
mostraron un consumo alto, particularmente los dias 7, 11 y 12, si bien, las
diferencias no fueron significativas respecto al consumo del grupo control debido a
la dispersion de los datos. Unicamente el dia 17, los ostiones expuestos a 0.180
mgCr/L tuvieron un consumo mayor que el grupo control. En algunas camaras con
organismos expuestos al Cd, la depositacion de células fue mayor que el consumo
los dias 6, 7 y 11, debido a ello se obtuvieron valores negativos. En este analisis
se eliminaron los datos negativos, en los que el consumo pudo ser nulo. Los
ostiones expuestos a Cd no mostraron diferencias respecto a los controles (tabla

25).

Tabla 25. Consumo individual de células de T. suecica (10 °/ d) en C. virginica
durante la evaluacion de respuestas fisioldégicas. Se presentan promedios *
desviacién estandar.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
D6 58 + 32 71144 72 £ 27 30 £ 39 34 +24
D7 151 +£95+* 121 £ 99 150 £ 12 36 £ 25 56 + 64
D8 98173 73176 74 £ 52 63 £ 17 118 £ 124
D11 79 £ 49 149 £ 69 110 £ 43 95+74
D12 82 1+ 58 151 £ 144 145 £ 203 144 £+ 91
D15 52 + 51 52 + 63 48 £ 57
D16 31140 59 + 53 40 £ 16
D17 44 + 30 43 + 47 103 + 53 **

* Diferencias significativas en el tiempo; ** Mayor consumo que el grupo control ese dia (P < 0.05,

ANOVA).
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F. Produccion de heces fecales.

La cantidad de heces producidas por todos los organismos, incluyendo los
controles disminuyo a lo largo del bioensayo (P < 0.01, ANOVA) (Fig. 27). Dada la
cantidad requerida para su analisis, los datos fueron agrupados promediando los
valores de varios dias. La produccion de heces generalmente fue mayor en los
organismos control. Asi, en los dias 2 y 3, los organismos expuestos a 0.080
mgCr/L y a 0.170 mgCd/L, tuvieron menor produccién de heces que los demas
grupos. Los dias 6 a 10, los controles tuvieron una produccién mayor que los
expuestos a ambos metales, y finalmente en los dias 11 a 14, los organismos
control, asi como los expuestos 0.080 mgCr/L, produjeron mas heces que el resto

de los animales (tabla 26).

(gPS
0.14 -

0.12 |

0.1
0.08
0.06 -
0.04 -
0.02 -

0

0 5 10 15 20 25
Dia de ensayo
_— —a— —_ e ——

Control 0.80 mgCr/L 0.180 mgCr/L 0.95 mgCd/L 0.170 mgCd/L.

Figura. 27. Produccion diaria de heces (gPS / d) en C. virginica durante la
evaluacion de respuestas fisiologicas. Se grafican valores promedio.
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Tabla 26. Produccion de heces (gPS / d) en diferentes plazos durante la
evaluacion de respuestas fisioldgicas. Se presentan promedios

+ desviacion

estandar.

Grupo de dias Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
2a3 0.112+£0.022 | 0.089 +£0.023 * | 0.106 + 0.024 | 0.104 + 0.027 | 0.085 + 0.015 *
4ab 0.110 £ 0.017 0.105 £ 0.022 0.106 £ 0.029 | 0.104 £ 0.029 | 0.112 +0.025
6all 0.058 £0.029 *| 0.045 +0.026 0.044 £0.027 | 0.044 £ 0.028 | 0.042 +0.024

11a14 0.042 + 0.018 *| 0.041 + 0.020 *'| 0.033 + 0.022 | 0.027 + 0.021
15a20 0.014 £ 0.013 0.015 £ 0.016 0.019 £0.018

* Diferencias significativas, los controles con valores mayores que los expuestos (P < 0.01, ANOVA);
! No diferente respecto al control (P > 0.05).

3.3.5.3. INTEGRACIONES SIMPLES.

Los modelos que representan integraciones simples se describen en esta seccion,

e incluyen la relacion O:N, tasa de filtracion, asimilacién y eficiencia de asimilacion.

A. RELACION O:N.

Los valores, obtenidos para los dias 3, 5, 10, 14 y 19 se consideraron similares
entre los doce organismos que conformaron los lotes, tanto en controles como en
expuestos a los metales (P > 0.05, Kruskal-Wallis). Los organismos control tuvieron
una relaciéon O:N de 40.0 £ 47.9 en las evaluaciones del dia 5 al 19.

Los organismos expuestos a 0.080 mgCr/L mostraron una gran dispersion de los
datos, lo cual impidi6 demostrar diferencias estadisticas entre los dias evaluados.
En los ostiones expuestos a 0.180 mgCr/L, la relacién O:N tuvo variaciones a lo
largo del experimento, presentandose valores muy bajos el dia 10 (0.7 + 0.2), que

ademas fueron significativamente menores al control (P < 0.05, Kruskal-Wallis).
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Los ostiones expuestos a 0.095 mgCd/L, mostraron diferencias estadisticas
respecto a los controles el dia 14. Por otro lado, en los organismos expuestos a
0.170 mgCd/L también se comprobaron diferencias entre los dias evaluados,
siendo elevados los valores del dia 5, si bien ese dia no se consideraron diferentes

de los controles (tabla 27).

Tabla 27. Relacién O:N generada durante el bioensayo fisiolégico en ostiones
C. virginica expuestos a Cr y Cd. Se presentan promedios * desviacion
estandar.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L |0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
D3 146 £19.0 11.2+20.2 17.1+22.4 23124
D5 15.3+9.3 22+21 50.3 + 60.7 67.7 £ 96.6 83.2 +79.3*
D10 27.6+234 | 16.3+15.0 07+02* 8.4+9.6 12.7+ 16.8
D14 8.0+6.8 145+ 16.1 42.4+21.7 |227.7 +168.3 **
D19 63.4+62.8 | 223.5+166.0 | 20.4+26.1

* Diferencias significativas respecto a otros dias evaluados; **, Diferencias respecto al control ese
dia (P < 0.05, Kruskal-Wallis).

Los valores de la relacion O:N que se determinaron para controles se consideran

asociados a un metabolismo equilibrado de proteinas, carbohidratos y lipidos

(Mayzaud y Connover, 1988), por lo que estos organismos no presentaron una

condicion de estrés.

Los valores bajos, menores a 3.0, determinados de los organismos expuestos a
0.180 mgCr/L (0.7) se asocian al consumo de las proteinas del animal. Los altos,
superiores a 50.0, como los determinados el dia 19 en ostiones expuestos a 0.080
mgCr/L, implican un consumo de los materiales de reserva del animal. En ambos
casos la respuesta indica que el organismo se encuentra en una condicion de
estrés.

En el caso de los ostiones expuestos a Cd la relacion O:N determinada el dia 5
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(83.2), en 0.170 mgCd/L; asi como la elevacién hasta 227.7 (significativamente
diferente a los controles) en ostiones expuestos a 0.095 mgCd/L, también son

relevantes a nivel metabdlico (Fig. 28).

O:N
250 -
/
200 - /’
/
!
150 /
/
/
/
100 /
/
RSSUR /
| 2T AN / > 50 Consumo de carbohidratos y lipidos
%0 / i S, . /l A 3 a 50 metabolismo equilibrado de
Y . . Y
@Z W proteinas, carbohidratos y lipidos
0 T =5 ; < 3 Consumo de las proteinas del animal
D 5 10 15 20
-50 -
Control —&—0.080 mgCr/L. —A—0.180 mgCr/L —----0.095mgCd/L  ------- 0.170 mgCd/L

Figura. 28. Relacion O:N en C. virginica asociada a la exposicién a Cry a Cd
durante la evaluacion de respuestas fisioldgicas.

B. Tasa de filtracion.

La tasa de filtracion fue determinada los dias 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16 y 17 (tabla 28).
Los ostiones control presentaron variaciones entre los individuos que conformaron
el grupo (P < 0.01) asociables a la presencia de casos extremos. Si bien hubo
algunos casos extremos en la tasa de filtracion de organismos expuestos a los

metales, no se presentaron diferencias significativas dentro de los lotes.
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La tasa de filtracion fue de 1.21 L/h en ostiones control y se considerd similar a la
de ostiones expuestos al Cr, 1.07 L/h y 0.82 L/h y sin variaciones importantes al
paso de los dias evaluados (P > 0.07, Kruskal-Wallis).

No Hubo diferencias apreciables en la tasa de filtracion de los organismos
expuestos a Cd a lo largo de los dias evaluados. Sin embargo, los ostiones
expuestos a este metal presentaron una tasa de filtracibn promedio menor a la de
los controles (P < 0.01, Kruskal-Wallis), de 0.68 L/h, y 0.44 L/h en los organismos

expuestos a 0.095 mgCd/L y 0.170 mgCd/L, respectivamente.

Tabla 28. Tasa de filtraciéon promedio (L/h) de los ostiones durante la
evaluacion fisioldgica.

Dia de ensayo | Control* 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
6 2.06 1.37 0.46 0.69 0.24
7 0.76 0.75 0.68 0.36 0.35
8 0.78 0.51 0.86 0.91 0.59
11 1.10 0.55 0.74 0.45
12 0.54 1.12 0.59 0.90
15 2.57 2.04 1.14
16 0.68 1.37 0.96
17 1.55 1.07 0.31
Promedio £+ DE | 1.21 +1.47 1.07+£1.44 0.82+0.94 0.68 £1.09 ** 0.44 £ 0.41 **
Minimo 0.04 0.03 0.01 0.07 0.06
Maximo 5.66 5.87 5.57 5.98 1.70

* Diferencias significativas entre los individuos que conformaron el lote; **, Diferencias significativas
respecto al control (P < 0.01, Kruskal-Wallis).

La dispersion de los datos generada por valores extremos en el lote de organismos
control, indicé la posibilidad de que existieran dos tasas de filtracion. La distribucion

de frecuencias mostré que efectivamente se presentaron dos tasas y que los
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valores mayores a 4.00 L/h pudieron considerarse altas y los menores a 2.00 L/h,

tasas bajas (Fig. 29).

Tasa de filtracion (L/h) O Control

0.080 mCr/L
0.180 mgCr/L
m 0.095 mgCd/L

Frecuencia

18 -

25 3.5 4.5

Figura. 29. Distribucion de frecuencias de las tasas de filtracion (L/h) de los
ostiones C. virginica expuestos a Cr y Cd.

El valor promedio de las tasas altas en organismos control fue 5.27 L/h y
representaron el 13% de los datos. En los ostiones expuestos a 0.080 mgCr/L y
0.180 mgCir/L, fueron de 5.51 L/h y 5.01 L/h, representando el 9% y el 4% de los
datos, respectivamente. Solo un organismo expuesto a 0.095 mgCd/L present6 una
tasa elevada de 5.98 L/h. No hubo tasas altas en ostiones expuestos a 0.170
mgCd/L. Las tasas altas de filtracién no presentaron diferencias, entre los ostiones
control y los expuestos a los metales (P > 0.05, Kruskal-Wallis). Su escaso numero
no permitié obtener una tendencia respecto al tiempo.

Las tasas de filtracion bajas representaron el 92.5% de todas las tasas medidas
(tabla 29). Los organismos de cada lote tuvieron tasas bajas semejantes (P > 0.05,
ANOVA), no se observaron diferencias entre los controles y los expuestos a los

metales. Ademds, a pesar de que se obtuvieron valores que aparentemente
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disminuian, no hubo diferencias significativas en los dias evaluados (P > 0.05,

ANOVA).

Tabla 29. Tasa baja de filtracion (L/h) determinada en ostiones durante la
evaluacion de efectos fisioldgicos. Se sefialan valores promedio.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mugCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L

6 0.80 0.84 0.95 0.69 0.24

7 0.76 0.75 0.68 0.36 0.35

8 0.78 0.50 0.86 0.91 0.59

11 0.53 0.55 0.74 0.45

12 0.54 0.64 0.59 0.25

15 0.41 0.38 0.51

16 0.68 0.25 0.54

17 0.56 0.59 0.31

Promedio 0.64 £ 0.45 0.60 £ 0.44 0.64 £ 0.50 0.50 £ 0.44 0.44+0.41

Las tasas de filtracion altas y bajas esperadas para organismos de la misma talla,
fueron de 7.56 L/h y 1.72 L/h, respectivamente. En todos los casos, ambos valores

fueron estadisticamente mayores a los obtenidos (P < 0.01, t de student) (Fig. 30).

T T T
Tasa baja Tasa baja Tasa alta Tasa alta
obtenida esperada obtenida esperada

O Control @0.080 mgCr/L 010.180 mgCr/L &0.095 mgCd/L m0.170 mgCd/L

Figura. 30. Tasas de filtracién obtenidas y esperadas en ostiones C. virginica
de la misma talla.

91




Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Resultados Integraciones simples

C. Asimilacion y eficiencia de asimilacion.

Para la determinaciébn de esta tasa, se utilizaron los datos de ingestion y
produccién de heces en unidades energéticas. La tasa de ingestion de células se
transformo a valores energéticos (cal/d), a partir del valor calorico de muestras de
T. suecica con un peso y un numero de células conocidos. Este valor fue de 2,048
cal / gPS. La tasa de ingestion de cada individuo, fue de 328.4 + 257.6 cal/d en el
grupo control. Hubo una disminucion significativa en la tasa de ingestion de este
grupo a lo largo del periodo evaluado (P < 0.05, Kruskal-Wallis).

Los ostiones expuestos a Cr tuvieron una tasa de 379.3 + 321.6 cal/d y 412.1 £
378.8 cal/d, en las concentraciones de exposicion baja y alta, respectivamente. En
los organismos expuestos al Cr, la dispersion de los datos enmascard las

diferencias en el tiempo y respecto al grupo control (Fig. 31).

(cal/id)
700 -

600 -
500 +
400 -
300 +
200 -

100 -

6 7 8 11 12 15 16 17

Dia de exposicién
E— —0— —A— eeeees e X- - -

Control  0.080 mgCr/L  0.180 mgCr/L  0.095 mgCd/L  0.170 mgCd/L.

Figura. 31. Tasa de ingestion (cal/d) en C. virginica durante el bioensayo de
evaluacion de respuestas fisiologicas. Se grafican valores promedio.
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En el caso de los ostiones expuestos a Cd, la tasa de ingestion promedio fue de
338.8 £ 181.9 cal/d y 272.6 + 284.5 cal/d en la concentracion menor y mayor,
respectivamente. De manera semejante a la exposicion a Cr, a pesar de algunos
valores aparentemente altos, la ingestion también se considerd similar entre los
ostiones del grupo control y los expuestos a este metal (P > 0.05, Kruskal-Wallis).

La produccidn de heces se expreso en valores energéticos a partir del analisis
calorico de las muestras generadas por cada individuo y se determind también
para dias especificos (tabla 30). El valor calérico tuvo variaciones en los dias
analizados, tanto en el grupo control como en ostiones expuestos a los metales (P
<0.01, Kruskal-Wallis). De manera general los valores mostraron una tendencia a
disminuir, aunque en los ostiones expuestos al Cr se observaron amplias

variaciones.

Tabla 30. Produccién individual de heces en C. virginica (cal/d) en
organismos expuestos a Cr y Cd durante las pruebas fisiolégicas. Se sefialan
promedios + desviacién estandar.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L | 0.170 mgCd/L
6 176+6.4 195+ 158 216+6.2 17140 204+ 4.6
7 14.6+4.1 14.2 + 4.0 21.7+6.1° 146 £5.5 16.4+45
8 146+73%° | 73146 8.56 + 6.2 65+32 8.7+49
11 112+30 | 228+81% | 146+38° 141+54
12 8.4 2.0 161+38% | 138:55% | 11.6+33°
15 9.8+3.2 221+9.6°% 145+3.2%
16 1.3£0.9 30%41 29%23
17 15+0.8 3.8+23° 511+25%

@ Diferencia entre organismos control y expuestos a Cr (P <0.01, Kruskal-Wallis); b, Diferencia
entre organismos control y expuestos a Cd.
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Como se observa en la Fig. 32, los valores caldricos de las heces producidas por
ostiones expuestos al Cr, tuvieron un comportamiento diferente al registro
gravimétrico. La produccion de heces expresada en unidades energéticas fue
significativamente mayor que los controles, los dias 11, 12, 15y 17. Por otro lado,
solo el dia 8, el valor caldrico de las heces de ostiones control fue mayor. Esto
implica que, si bien la produccion gravimétrica de heces fue similar ambos grupos,
con una tendencia a disminuir, la pérdida cal6rica por heces puede interpretarse

como una asimilacion incompleta del alimento en animales expuestos a este metal.

y Produccién de heces (mgPS/d)
Produccion de heces (cal/d)
100 -
25 4
80 -
20 4
60 -
15 4
40 -
10 A
20 +
5 B
0 6 7 8 11 12 15 16 17
6 7 8 11 12 15 16 17 D|'a de ensayo
Dia de ensayo 0
Control 0.080 mgCr/L 0.180 mgCr/L
Control 0.080 mgCr/L 0.180 mgCr/L

Figura. 32. Tasa de produccion de heces de C. virginica expresada en valores
energeéticos (cal/d) y gravimétricos (mgPS/d). Se presentan valores promedio
de los grupos control y expuestos a Cr.

En los organismos expuestos a Cd también se observaron irregularidades
significativas en la tasa de produccion de heces en valores cal6ricos a lo largo del
bioensayo, aunque en general no hubo diferencias apreciables respecto a los

controles. La excepcion fue el dia 8 en que los organismos expuestos al Cd

tuvieron un valor calérico menor a los controles (P < 0.01), y el dia 12, en que los
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especimenes expuestos a 0.095 mgCd/L tuvieron un valor superior al del control (P

< 0.01) (Fig.33).
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* diferencias significativas respecto al control (P < 0.01, Kruskal-Wallis).

Figura. 33. Tasa de produccion de heces de C. virginica (cal/d). Se presentan
valores promedio de los grupos control y expuestos a Cd.

La asimilacion del alimento no mostré cambios a lo largo de los dias, en el grupo
control, cuyo promedio fue 236.5 + 263.8 cal/d, ni en los expuestos a Cr, con
promedios de 217.3 + 317.1 cal/d y 271.0 + 363.6 cal/d, para las concentraciones
de exposicion baja y alta, respectivamente. No se presentaron diferencias entre la
asimilacién de los organismos control y los expuestos a este metal, con excepcion
del dia 7, en el cual los organismos control presentaron una mayor asimilacion. Se
determinaron valores aparentemente elevados de eficiencia de asimilacion en
ostiones expuestos a Cr, que no tuvieron diferencias estadisticas con los controles.
De esta manera la influencia de la exposicion al Cr no quedo claramente
demostrada.

La asimilacion del alimento en individuos expuestos al Cd (P < 0.02, Kruskal-
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Wallis) fue menor que el grupo control los dias 6 y 7 del ensayo. Ademas se

aprecio un incremento durante el periodo evaluado, que fue significativo en los

ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L (P < 0.05, Kruskal-Wallis) (tabla 31).

Tabla 31. Asimilacion del alimento (cal/d) en C. virginica expuesto a Cr y a Cd.
Se presentan promedio + desviacién estandar.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L 0.180 mgCr/L 0.095 mgCd/L |0.170 mgCd/L**
6 236.5+£190.6 | 217.3+£229.2 271.0+201.0 | 104.3+1404* 26.6 +909*
7 469.9+416.9 | 377.6+£394.2* | 190.5+£389.0* | 47.02+101.4* | 176.6 £ 2449 *
8 250.8 £313.9 | 227.6 +301.2 287.2 +233.2 107.8 £ 163.5 432.3 +483.0
11 222.7+217.1 | 324.4+364.5 181.4 £ 265.3 125.2 £ 250.9
12 251.7 £240.0 | 337.0+483.8 473.1 +7455 372.0 £ 388.5
15 187.1+187.1 | 133.3+133.3 167.0 + 230.2
16 152.6 + 146.2 | 105.3 + 200.7 121.8+139.3
17 165.2+153.3 | 196.5+189.3 369.6 + 270.5

* Diferencias estadisticas, mayor asimilacién en ostiones control ese dia (P < 0.05 por Kruskal-
Wallis); ** Diferencias estadisticas entre los dias evaluados.

La variabilidad de los resultados de la asimilacion del alimento y de la tasa de
produccién de heces influyé de manera determinante en el analisis de la eficiencia
de asimilacién del alimento ingerido por los ostiones (tabla 32).

La eficiencia de asimilacién del alimento ingerido se mantuvo en el grupo de
organismos control con valores de 74 + 6 % a través del periodo experimental (P >
0.05, Kruskal-Wallis).

No se demostraron diferencias entre los grupos control y los expuestos a Cr, cuya
eficiencia de asimilacion fue de 64 + 13 % y 66 + 22 %, en las concentraciones
baja y alta respectivamente. En ambos casos no se registraron diferencias en los
dias evaluados.

Sin embargo, la exposiciébn a Cd si afect6 la eficiencia de asimilacién y se
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presentaron diferencias significativas durante el periodo de exposicion. Los dias

6y 7, la eficiencia fue menor en los ostiones expuestos al metal (P < 0.02).

Tabla 32. Eficiencia de asimilacion del alimento en C. virginica (%) en lotes
control y expuestos a Cr y Cd.

Dia de ensayo Control 0.080 mgCr/L | 0.180 mgCr/L | 0.095 mgCd/L ** | 0.170 mgCd/L **

6 78 69 69 50 * 19*

7 81 72 30 25* 75*

8 63 65 81 34 98

11 78 54 46 33

12 81 61 73 62

15 71 47 46

16 69 53 62

17 74 89 99

* Diferencias estadisticas entre organismos control y expuestos a Cd (P < 0.05, Kruskal-Wallis); **
Diferencias estadisticas entre los dias evaluados.

D. Metabolismo basal.

El metabolismo basal determinada mediante la relacion entre el consumo de
oxigeno y la tasa de filtracion, integré ambas respuestas, aunque estas fueron
medidas en dias secuenciales. Asi, el consumo de oxigeno medido los dias 5, 10 y
14, se asoci6 a la tasa de filtracion promedio obtenida de los dias 6, 7 y 8, en el
primer caso, 11y 12, en el seqgundo y 15, 16 y 17 en el tercero. Por este motivo los
resultados se presentan como integrados para los dias 5, 10 y 15.

El metabolismo basal representd en los organismos control un gasto maximo de
2.26 cal/h, el dia 5 (Fig. 34). Este gasto fue menor en dias posteriores, de 1.58
cal/h y 1.34 cal/h los dias 10 y 15, respectivamente. Aquellas tasas que significaron

gastos energéticos superiores a los controles tuvieron un significado metabdlico.
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Los dias 10 y 15, los ostiones expuestos a 0.080 mgCr/L, tuvieron un gasto
metabolico por encima de los controles en un 73% y un 25%, respectivamente.

El metabolismo basal de los organismos expuestos a 0.180 mgCr/L, siempre fue
inferior a la de los controles, representando entre 77% al 94% de la energia
gastada por estos.

En los organismos expuestos a Cd, el metabolismo basal indicé que los ostiones
expuestos a este metal, gastaron de un 17% a un 57% mas de energia que el
grupo control para mantenerse vivos el dia 5, si bien en el dia 10 el gasto fue
inferior al control.

Los valores de gasto energético en el mantenimiento del metabolismo basal,

tuvieron la fuerte influencia de casos extremos de tasas altas de filtracion.

cal/h Ih
3 (Al 2.74 4 (cah) 255
254226 351
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27 1.68 25 |
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0.5 05
0 0 3
5 10 15 Dia de ensayo
Dia de ensayo
O Control @0.080 mgCr/L m0.180 mgCr/L Ocontrol E0.095 mgCd/LM0.170 mgCdIL.

Figura. 34. Tasa metabdlica basal (cal/h) obtenida a través de la relacion del
consumo de oxigeno y la tasa de filtracion de C. virginica expuesta a Cr y Cd.
Se grafican valores promedio.

Los valores de metabolismo basal, en el caso de los controles, indicaron una

disminucion paulatina en el gasto energético, lo cual parece coincidir con el
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irregular consumo de oxigeno, tendiente a disminuir, asi como el menor consumo y
la menor produccion de heces. En los organismos expuestos a 0.080 mgCr/L hubo
mayor gasto de energia que en controles los dias 10 y 15, pero en ostiones
expuestos a 0.180 mgCir/L, el gasto fue inferior al de los controles. Por otro lado, las
determinaciones en organismos expuestos a Cd indican un fuerte gasto metabdlico
para sostener las actividades béasicas de sobrevivencia de los organismos desde el

dia 5.

E. Modificacién de las respuestas fisiologicas y FBC.

La concentracién de Cr en los organismos del sistema de mantenimiento y los del
grupo control fue similar. ElI metal acumulado generd concentraciones
significativamente superiores. Aunque, si bien el Cr incorporado en tejido tuvo una
relacion directa con los niveles en agua (r = 0.93, P < 0.05,indice de correlacion de
Pearson), no se present6 una relacion con el factor de bioconcentracion (FBC), el

cual fue cercano a 130 en todos los casos (tabla 33).

Tabla 33. Concentracion de Cr en tejido posterior a la exposicion y FBC. Se
sefialan promedio + desviacion estandar.

Sistema de mantenimiento Control 0.080 mgCr/L 0.180 mgCr/L
Oyster (ugCr/g) 21+0.8 2.7+0.52 11.6 +2.50 * 224+181*
FBC 140.0 £ 30.0 128.8+34.2 | 132.8+27.3 116.2 £ 27.9

* Diferencias estadisticas entre organismos control y expuestos (P < 0.05, ANOVA).

En el caso de la exposicion a Cd (tabla 34), el nivel en tejido de los ostiones control

fue semejante al determinado en el sistema de mantenimiento (P > 0.05) y las
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concentraciones acumuladas en los ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L fueron
superiores. Nuevamente las concentraciones en agua se relacionaron directamente
con los niveles incorporados (r = 0.61, P < 0.05), pero a diferencia del Cr, el FBC

del Cd tuvo correlacion positiva con la concentracion en agua (r = 0.86, P < 0.05).

Tabla 34. Concentracion de Cd en tejido posterior a la exposicion y FBC
(promedio + DE).

En mantenimiento Control 0.095 mgCd/L 0.170 mgCd/L
Ostion (ugCd/g) 3.9+0.8 28+1.2 59.5 + 28.6 71.7+26.1*
FBC 280.0 + 50.0 107.8 +42.4 | 1088.5+1269.7 | 478.5+632.9

* Diferencias estadisticas entre controles y expuestos (P < 0.05, ANOVA); FBC, Factor de
Bioconcentracion.

La relacion de los niveles de los metales en tejido obtenidas al término del ensayo
y las respuestas metabdlicas, indicaron lo siguiente.

En los ostiones expuestos a Cr, solo la ingestion y la asimilacion del alimento
tuvieron relacion directa con los niveles del metal en el agua (r > 0.57, P < 0.05), al
igual que la tasa de filtracion (r = 0.62, P < 0.05). Por otro lado, los valores altos de
ingestion y asimilacion, se asociaron a los FBC mas bajos (r = - 0.57, P < 0.05).
Los niveles de Cr acumulados en tejido no se relacionaron con otras respuestas
metabolicas y el FBC tampoco. Si bien la influencia del Cr no fue evidente en todas
las respuestas, algunos aspectos indicaron que hubo dafio asociable a la
exposicion, como la pérdida de peso.

Por otro lado, la asimilacion mostré una correlacion directa con la tasa de filtracion,
tanto en controles como en expuestos a Cr (r > 0.51, P < 0.05), a pesar de que,

como se mencion6® anteriormente, la tasa de filtracién no mostré el efecto de la
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exposicion por ser similar a la de los controles. La presencia de una correlacion
significativa, implica que la mayor asimilacion se asocio a las tasas de filtracion

mas altas registradas en los organismos expuestos a este metal (Fig. 35).

Tasa de filtracion alta Tasa de filtracion baja
® Control (L/h) O Control (L/h)
wl
® 4.080 mgCr/L (L/h) 5 0.080 mgCr/L (Lh)
. 4 4,180 mgCr/L (L) 4 0.180 mgCr/L (L/h)

Tasa de filtracion (L/h)

10

0.180 mgCr/L, r =0.99

rupo-€onuol, r = u.yo

~“ma* 0,080 mgCr/L, r = 0.99

Control, r =0.56

-500 0 500 1000 1500 2000 2500
Asimilacion (cal/d)

Figura. 35. Relacion entre la tasa de filtracion (L/h) y la asimilacion del
alimento (cal/d) en ostiones C. virginica expuestos al Cr. Se incluyen los
coeficientes de correlacion.

En el caso de los ostiones expuestos al Cd, el FBC tuvo una relacion significativa
(P < 0.05), solo con la tasa de filtracion y la asimilacion del alimento. La tasa de
filtracion promedio (incluyendo las tasas baja y alta) disminuyé conforme el FBC se

incremento (r = -0.72). Un comportamiento semejante se obtuvo con la asimilacion

del alimento, r = -0.56 (Fig. 36). También se observd que la asimilacién se

101




Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica

Resultados Integraciones simples

incrementd conforme se incrementd la tasa de filtracion, r = 0.81, y disminuyo6

conforme se incrementd el nivel de Cd en el tejido, r = -0.47. La eficiencia de

asimilacién no mostroé relacion con las respuestas. El peso seco de los organismos,

obtenido al final del ensayo se relacioné linealmente con el consumo de células, r =

0.51 (Fig. 37), pero no con otras respuestas fisioldgicas.

¢ FR@abrde)itracion (mL/h)

10007 m  AsAsiitiitiod (oadal/d)l)
800 © Asimilacié - I (FR (ml h - 1))
°® i : | (Assimilation (cal d - 1
600 - n,lli].e,}?\l ( ( )
400 -
200 + y =-85.81x + 241.75
0 \ = ‘
200 ¢ 2 3000 4000
<o
-400 -
-600 - y =-287.43x + 454.34

Factor de Bioconcentracion

Figura. 36. Relacion de la tasa de filtracion (mL/h) y la asimilacion (cal/d) con
el FBC derivado de la exposicion a Cd en C. virginica. Se incluyen las

regresiones lineales respectivas.

Peso seco ()
=
[6)]
o®
°

0.5 - °® ° y = 6E-09x + 0.82

0 T T T 1
0.00E+00 5.00E+07 1.00E+08 1.50E+08 2.00E+08

Consumo de células al dia

Figura. 37. Peso seco asociado al consumo de alimento en C. virginica

expuesta a Cd. Se incluyen la regresion lineal.
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3.3.5.4. INTEGRACIONES COMPLEJAS.

A. Campo de crecimiento.

Para la determinaciéon del campo de crecimiento y todos los parametros de la

ecuacion de balance energético se obtuvieron en cal/d considerando el peso seco

de los organismos. El analisis se hizo individualmente. La tabla 35 muestra la

sintesis de los valores obtenidos.

Tabla 35. Parametros del campo de crecimiento (cal/d) calculado para C.
virginica a los 5, 10 y 15 dias de exposicién al Cr y al Cd. Se indican
promedios + desviacién estandar.

Diay Ingestion Respiracion Heces Excrecién Campo de
concentracion Nitrogenada crecimiento
(mg/L) I R H N P
5 Control 224.0+189.6 | 72.1+335* | 145+7.6 8.2+6.1 140.6 £ 193.4

0.080 | 207.1+218.3 65.8+439 (21.9+10.7* 14+04 118.9 + 239.4

Cr |0.180| 367.8+249.5 73.0+30.8 |[305+17.2*| 7.1+13.7 259.1 + 2355
0.095| 84.7+815* 57.8 +53.2 179+115 55+7.9 5.8+112.6

Cd |0.170| 77.2+210.2* 89.5+79.8 22.5+23.6 9.0+15.2 -42.5+130.1 *

10 Control 175.0+170.8 31.8+135 105+7.9 48+25 130.5+176.7

0.080| 298.1+349.4 | 73.9+325* | 23.7+84* | 121+13.8* | 194.4 + 369.3

Cr |0.180| 260.0+336.0 | 745+62.4* |21.9+127*| 16.5+12.2* | 157.4+367.9
Cd |0.095|124.0+207.8* | 47.4 +53.9 12.4+6.2 10.5+9.4 57.2 + 206.8

15 Control 220.6+ 319.6 26.6 + 16.2 8.8+6.8 9.9+6.1 115.6 £ 159.0
0.080| 140.4 +223.5 57.1+33.0 |23.8+11.1*| 8.6%119 43.3+218.2

Cr |0.180| 252.6 +310.7 57.8+479 | 20.6+8.7* 6.9+5.3 129.3+299.4

* Diferencias significativas entre el control y los expuestos a los metales; ** Mayor respiracion ese

dia respecto a los demas (P < 0.05, Kruskal-Wallis).

La ingestion de alimento fue similar entre los organismos que conformaron los

lotes control y los expuestos a Cr (P > 0.14, Kruskal-Wallis). Sin embargo, los
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expuestos a Cd, tuvieron una ingestion significativamente irregular (P < 0.01)
dentro del lote, ademas de que fue inferior a los controles tanto el dia 5, como el

10 (P < 0.05) (Fig. 38).

a) Ingestion (cal/d) b) Respiracion (cal/d)

A
B
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* Ingestion inferior a controles (P < 0.05, Kruskal- |+ Mayor respiracién el dia 5 respecto a otros
Wallis). dias; **, Mayor respiracién en Cr el dia 10.

¢) Produccion de heces (calld) d) Excrecion Nitrogenada (cal/d)
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0.080 mgCr/L
0.180 mgCr/L
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* Mayor pérdida por heces en Cr en las tres
evaluaciones. * Mayor excrecién nitrogenada en Cr el dia 10.

Figura. 38. Pardmetros del campo de crecimiento (cal/d) de C. virginica expuesta
a Cr y Cd: a) Ingestion, b) respiracion, c¢) produccion de heces y d) excrecion
nitrogenada. Se grafican valores promedio.

El gasto energético por respiracion fue heterogéneo dentro de los grupos
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expuestos a 0.080 mgCr/L y a 0.170 mgCd/L (P < 0.03). En los organismos del
grupo control la energia canalizada a la respiracion se redujo durante el transcurso
de las pruebas, siento este mayor el dia 5, respecto a los dias 10y 15 (P < 0.01).
El dia 5 no se demostraron diferencias entre la respiracion de los controles y
expuestos a los metales. Sin embargo en el dia 10, los ostiones expuestos a Cr
canalizaron mayor energia a la respiracion (P < 0.01), respecto a los controles. En
el dia 15 no se comprobaron diferencias estadisticas entre el grupo control y los
expuestos a los metales, a pesar de los elevados valores en los expuestos a Cr.
La pérdida energética a través de las heces en los controles fue menor en cada
periodo evaluado (14.50, 10.52 y 8.86 cal/d a los 5, 10 y 15 dias del bioensayo, P
= 0.02), lo que podria implicar un mejor aprovechamiento del alimento ingerido
durante el transcurso de las pruebas. En contraste, los organismos expuestos a Cr
tuvieron una pérdida similar en las tres evaluaciones, y en todas ellas la pérdida
fue significativamente mayor a los controles (P < 0.01). Este comportamiento no se
presentd en el caso del Cd en los que la pérdida energética por produccion de
heces fue similar al grupo control en todos los tiempos de evaluacion.

La pérdida por excrecion nitrogenada fue similar en las tres evaluaciones, con
excepcion de los ostiones expuestos a 0.080mgCr/L, que presentaron diferencias
entre los dias evaluados (P < 0.01) siendo mas elevada la pérdida energética por
excrecion nitrogenada el dia 10. Los ostiones expuestos a 0.180 mgCr/L tuvieron,
también el dia 10, una pérdida mayor que los controles, solo que en esta
concentracion de exposicion, los cambios en el tiempo no fueron significativos. La
dispersion de los datos generé un fuerte sesgo en la interpretacion y no se

demostraron diferencias en organismos expuestos al Cd.
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EL campo de crecimiento (P) obtenido con el modelo de balance energético, indicé
que los organismos control e incluso los expuestos a Cr, mostraron valores que se
asocian con la zona de tolerancia metabdlica (Widdows, 1978). El campo de
crecimiento fue similar en los controles y los expuestos a Cr, ninguno tuvo
variaciones estadisticamente significativas en el tiempo.

En el campo de crecimiento, los valores cercanos a cero se asocian a la racion de
mantenimiento, y los valores negativos, se ubican ya en la zona de resistencia
(Widdows, 1978). En los organismos expuestos al Cd, se observo que los ostiones
expuestos a 0.095 mg/L el dia 5, se encontraban en niveles asociables a la racion
de mantenimiento (5.80 cal/d), mientras que los expuestos a 0.170 mgCd/L, ya se
encontraban en la zona de resistencia metabdlica (-42.96 cal/d). Este valor fue
menor (P < 0.05), respecto a los controles. El bajo campo de crecimiento de los
ostiones expuestos a Cd los dias 5 y 10, fue consecuencia principalmente de la
menor incorporacion de energia por la ingestion de alimento (r = 0.94, P < 0.01)

(Fig. 39).

300 (cal/d/gPS)

250
200 +
150 ~
100 ~

507 \ TTTTTT
0 N g
[ ]

Dia 5 Dia 10 Dia 15

-50 ~
-100 -

OControl EB80.080 mgCr/L ®0.180mgCr/lL [®0.095mgCd/L ®0.170 mgCd/L

Fig. 39. Balance energético en el ostién C. virginica obtenido para los dias 5,
10y 15. Se presentan promedios.
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B. Campo de crecimiento y FBC.

Los ostiones expuestos a Cr no mostraron correlaciones significativas entre el
campo de crecimiento y el FBC, a pesar de que los efectos de la exposicion a este
metal si se manifestaron en algunos de los parametros del campo de crecimiento.
Las correlaciones obtenidas entre el FBC, y el campo de crecimiento, asi como
cada uno de los parametros relacionados al mismo, se presentan en la tabla 36.

La ausencia de correlaciones significativas en el caso del Cr apunta a la posibilidad
de una regulacion del metal a expensas de un gasto metabdlico.

Algunas de las correlaciones significativas se obtuvieron en el caso de la
exposicion a Cd (tabla 36). En ostiones expuestos a 0.095 mgCd/L, las
correlaciones indicaron que el FBC tuvo relacion negativa con el campo de
crecimiento y la ingestion de alimento, mientras que la relacion fue positiva con el
uso de la energia en respiracion y la pérdida de energia a través de materiales de
desecho, es decir, el mayor FBC se observd en organismos cuyo uso caldrico en la
respiracion fue alto y en los que hubo mayor pérdida cal6rica por heces y
excrecion nitrogenada. Algunos de los cambios en los parametros se manifestaron
desde el dia 5 (como la menor ingestion en ostiones expuestos a Cd), a pesar de
gue el primer organismo murié el dia 8 en esa concentracion. No se obtuvieron
correlaciones relevantes en los ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L, a pesar del
balance energético negativo obtenido el dia 5, y dado que el primer organismo
muerto en esa concentracion se encontrd el dia 6, cabe la posibilidad de que la

alteracion de los parametros se presentara desde antes, pero no quedo registrada
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en el bioensayo debido a que el primer balance energético se gener6é cuando los

organismos mostraban ya un deterioro importante e irreversible.

Tabla 36. Correlacién entre el FBC y los parametros del campo de
crecimiento.

Cr Cd

Control 0.080 0.180 Control 0.095 0.170

mgCr/L mgCr/L mgCr/L mgCr/L
Ingestién -0.12 -0.29 0.57 -0.19 -0.90* 0.37
Respiracion -0.12 0.56 -0.59 0.22 0.89* 0.39
Heces -0.33 0.36 0.38 -0.33 0.93* -0.44
Excrecién nitrogenada | -0.58 0.51 -0.31 0.01 0.80* 0.63
Campo de Crecimiento | -0.34 -0.19 0.4 -0.08 -0.96* 0.38

* Significativas.
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4. DISCUSION
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4.1 CONCENTRACIONES DE METALES EN LA LAGUNA DE

MANDINGA.

Las concentraciones obtenidas de los metales Cr y Cd en el agua de la laguna de
Mandinga (0.080 mgCr/L y 0.078 mgCd/L promediando las colectas), fueron altas
comparando con reportes anteriores. Rosas et al. (1983), registraron 0.004 mgCr/L
y 0.002 mgCd/L y ya se consideraban por arriba de los limites permitidos para
aguas estuarinas. Considerando ademas los limites establecidos por CNA en 2003
(0.0002 mgCd/L y 0.010 mgCr/L), las concentraciones detectadas en este estudio
son mucho mayores. El rebasar dichos limites ya implica que pueden representar

un riesgo para la biota.

En el presente estudio, el contenido corporal promedio en organismos colectados
en Mandinga, de 1.2 ugCr/gPS, se consideré por debajo de los limites establecidos
por FDA (1993), para el consumo de estos organismos (17 pgCr/g), si bien la
comparacion es relativa, ya que las normas de consumo indican los valores en
peso humedo. A su vez este contenido fue un poco menor al encontrado por Rosas
et al. (1983), de 2.24 ugCr/gPS y por Villanueva y Botello (1998), de 3.32
ugCr/gPS, en ostiones de la misma laguna. También fue inferior a los niveles
detectados en la misma especie en otras zonas costeras del Golfo de México,
como el canal de Chijol, donde se han registrado 20 ugCr/gPS (Avila-Pérez y
Zarazua-Ortega, 1993; Robledo, 1987) y en las lagunas de Sontecomapan, el LIano
y la Mancha, donde han registrado entre 4.5 y 6.2 ugCr/gPS (Gonzalez-Fierro et.

al., 1994; Villanueva y Botello, 1998). Asimismo, el Cr acumulado en ostion esta
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dentro del intervalo registrado por otros autores en varias localidades de la costa
del Atlantico en Estados Unidos, cuyos valores fluctian entre 0.12 ugCr/gPS y 4.9
ugCr/gPS, como indica Roesijadi (1996a). Datos recientes sin embargo indican que
el Cr acumulado en ostion de la laguna de Mandinga se ha incrementado a niveles
tan altos como los mencionados en el Canal de Chijol, ya que se han registrado
hasta 21.06 ugCr/gPS en organismos extraidos entre 1998 y 1999 (Guzman-
Amaya, 2004).

En el caso del Cd, los ostiones de la laguna de Mandinga tuvieron un promedio de
2.3 ugCd/gPS, con un maximo de 4.2 ugCd/gPS. Estos valores estuvieron dentro
del intervalo de las concentraciones registradas en estudios anteriores en el sitio de
estudio, de 1.5 ungCd/gPS y 3.1 ugCd/gPS (Rosas et al., 1983; Villanueva y Botello,
1998, respectivamente). Asimismo, el contenido de Cd en los ostiones colectados
fue similar al registrado en la especie, en las lagunas de Sontecomapan y la
Mancha (Gonzalez-Fierro et. al., 1994; Botello, 1994). Sin embargo, la norma
mexicana (NOM-031-SSA1-1993, emitida por la Secretaria de Salud, 1994), indica
valores limite de 0.5 ugCd/g PH, lo cual implicaria que todas las muestras
analizadas tuvieron altos contenidos de Cd, particularmente las colectadas en
septiembre de 1998, lo que las hace inadecuadas para consumo humano. Estudios
recientes indican que los niveles de Cd en el ostion de la laguna de Mandinga no
han aumentado, ya que entre 1998 y 1999 se han registrado en promedio 2.9

ugCd/gPS (Guzman-Amaya, 2004).
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4.2 FASES EXPERIMENTALES.

4.2.1 Control de parametros.

El monitoreo de los parametros fisicoquimicos fue llevado a cabo con el fin de
garantizar que los bioensayos se realizaran con el mayor control posible. El analisis
detallado de su comportamiento se describe en el anexo 7.5.

Los parametros se consideraron dentro del intervalo éptimo para el mantenimiento
de la especie. El analisis global de las variaciones detectadas a lo largo de los
bioensayos mostré que; el pH se encontré entre 8.15 y 8.35, tuvo un
comportamiento muy estable, el oxigeno disuelto se encontré por arriba de 2.38
mg/L lo que significa que no representd un factor de estrés para los organismos, y
las variaciones registradas en la salinidad, la temperatura, asi como en el amonio
total, no influyeron en las respuestas de los organismos. Ademas no se

presentaron correlaciones significativas entre los parametros.

4.2.2 Morfometria de los organismos sometidos a bioensayo.

Los organismos utilizados para las fases experimentales tuvieron una longitud
promedio entre 66.2 y 71.95 mm. Los ostiones que conformaron los lotes fueron
semejantes, al entrar a cada uno de los ensayos. Al final, los organismos mas
pesados (54.67 g), se asociaron a la prueba fisiologica. Lo cual es légico si se

considera que esa fue la prueba mas larga y la unica en la cual fueron alimentados
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los animales en un plazo de 20 dias. En las otras fases, ademas de no estar
alimentados, hubo disminucion en pesos humedos y secos, atribuibles a la
exposicion a los metales, las cuales se discuten en los resultados de cada fase.

El indice de condicién (IC), es un parametro de control de uso comun en el cultivo
del ostion. Este indicé que al final de los ensayos los organismos se encontraban
aun en buenas condiciones. El otro parametro utilizado para evaluar la condicién de
los organismos, la relacion longitud-peso seco, permitid determinar del peso seco
esperado para los organismos de la talla utilizada en los bioensayos. Si bien los
organismos recién colectados tenian un peso similar al esperado, los organismos
sometidos a las fases experimentales generalmente tenian pesos secos interiores.
La mayor diferencia respecto a los datos esperados, se observé en los organismos
expuestos a los metales. Se considera que, tanto el IC (Walne, 1984), como la
relacion longitud-peso seco (Powell et al., 1992), proveen informacion
complementaria, sin embargo pero esta ultima aporté resultados mas consistentes
que se pudieron asociar a la exposicion a los metales.

En el presente trabajo no puede perderse de vista que los ejemplares de C. virginica
sujetos a estudio, fueron extraidos de su ambiente natural, de talla comercial
(adultos), y que fueron colectados en diferentes fechas, y por tanto, en diferentes
épocas climaticas del afio. Los organismos provenientes de estos sitios se
encuentran sometidos a variaciones ambientales multiples (Roesijadi, 1996) y no
necesariamente presentan uniformidad genética. Frecuentemente los bioensayos
con C. virginica se llevan a cabo con ostiones provenientes de granjas de cultivo y
se manejan lotes de parentales controlados, cuya sensibilidad a los contaminantes

puede diferir menos que en los organismos no cultivados. Pero, por otro lado, los
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organismos de estas granjas, pueden ser mas sensibles. Aunque se presenta cierta
dificultad para obtener lotes homogéneos de C. virginica, los resultados basados en
organismos provenientes de ambientes naturales pueden ser mas realistas. De tal
manera, en esta investigacion se tomaron algunas precauciones, con el fin de tener
el mejor control posible, como: extraer a los organismos siempre de un solo sitio,
seleccionarlos de talla semejante, transportarlos cuidadosamente para evitar
lesiones y considerar que el ambiente del cual fueron extraidos no presentara
niveles importantes de contaminantes, particularmente de los metales sujetos a
evaluacién. Ademas se establecié un periodo de mantenimiento adecuado, en

condiciones controladas de laboratorio a través de pruebas previas.

4.2.3 Efectos letales.

La evaluacion del efecto letal de un toxico bajo condiciones controladas provee
informacion respecto a la sensibilidad intra e interespecifica de los organismos
(Buikema et al., 1982). En el presente estudio, los ostiones adultos de C. virginica
fueron expuestos a Cr®* (como K,Cr,0y), el cual representa la forma mas toxica de
las especies quimicas del metal. La CLsp.16sn determinada para la especie fue de
11.09 mgCr/L, similar a la CLso4gn Obtenida para embriones expuestos a Cr*,
como CrCl36H0O (10.3 mgCr/L) (Calabrece et al., 1973). Estos resultados
confirman que los adultos de la especie presentan mayor tolerancia que los
estadios mas tempranos de desarrollo, como ha sido descrito ampliamente para

diversos bivalvos en la literatura (Zakrzewsky, 1997). A la vez, los resultados de la

114



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Discusioén

CLso-168 h sugieren C. virginica es mas resistente a la exposicién al cromo que
otros moluscos como M. edulis (L.) y C. gigas (Thunberg), cuya CLsg.9s h €S de 4.5
mgCr/L en ambas especies (Pawlisz et al., 1997).

Se obtuvo en C. virginica una CLCsp.168n de 475.8 pgCr/gPS. Contrario a lo
esperado, el FBC no fue menor en las concentraciones de exposicion al Cr mas
elevadas, lo cual se puede relacionar con el comportamiento de acumulacion de
un metal esencial como el Cr. Asi, si bien la mortalidad se asocié con el Cr
incorporado en el tejido, la concentracion corporal no se incrementé de manera
proporcional a la del agua, presentandose una aparente regulaciéon limitada del
metal entre 8.2 y 21.4 mgCr/L, partir de la cual se increment6 nuevamente el Cr
corporal; de tal manera, el FBC no se asocio visiblemente con la mortalidad y la
CLCsp del Cr no mostré claramente su utilidad. Al respecto Borgmann (2000)
senala que la determinacion de efectos basada en el balance corporal del metal,
tiene ciertas limitaciones en el caso de metales esenciales, como es el caso del
Cr, lo cual se corrobora con nuestros resultados.

No obstante, la elevada capacidad de bioacumulacion del Cr registrada en C.
virginica, sugiere que la especie puede fungir como biomonitor de la presencia de
altos niveles del metal en el medio lagunar estuarino. Los niveles maximos
corporales registrados (1244 ug/gPS) se consideran similares a los acumulados
en otras especies, como M. edulis (de 400 a 1000 pgCr/gPS) expuesta a la
emision de agua contaminada con descargas de industrias de teneria (Walsh y
O’Halloran, 1998). Diferentes especies de moluscos han sido consideradas como

buenos biomonitores de acumulaciéon del metal, como M. californianus (Mollusca;
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Bivalvia) en Baja California, México (Mufioz-Barbosa et al., 2000). Crassostrea

rhizophorae (Guilding) en Brasil (Silva, et al., 2001) y Crassostrea. iridiscens

(Gray) en la bahia de Mazatlan, en la costa del Pacifico en México (Soto-Jiménez

et al., 2001).

En relacion a la exposicion al Cd, la CLsg.72 » fue de 24.87 mg/L, valor que también

corrobora la mayor resistencia de los adultos, respecto a los embriones de C.

virginica (Calabrece et al., 1973). Asimismo sugiere que la especie es mas

resistente a la exposicion al Cd que M. edulis, cuya ClLsg.gsn €5 de 1.8 mgCd/L

(Jorgensen et al., 1991) y que el gasteropodo Amnicola sp., cuya ClLspgs nh = 5.1

mgCd/L (Rehwoldt et al., 1973).

Las concentraciones de Cd acumuladas en el ostién durante el bioensayo fueron

similares a las registradas en otros moluscos de zonas contaminadas (Kohler y

Riisgard, 1982; Walsh y O"Halloran, 1998). Sin embargo, la acumulacién corporal

maxima del Cd fue de 700 ug/gPS, casi la mitad de la del Cr (1244 ug/gPS).

Varias especies del género Crassostrea han sido descritas como bioacumuladoras
de metales, particularmente del Cd, en cuyo caso se han considerado como
acumuladoras netas (Ruelas-Inzunza y Paez-Osuna, 2000; Silva et al., 2001; Soto-
Jiménez et al., 2001). En C. virginica la acumulacién de Cd ha sido relacionada con
la concentracién externa y el tiempo de exposicion (Zaroogian, 1980; Zaroogian y
Morrison, 1981). En este estudio, la incorporacién de Cd en ostiones que murieron
a las 72 horas (de 261.20 pg/gPS a 508.80 nug/gPS), fue proporcional a la

concentracion del metal presente en el agua; estos organismos no regularon la
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entrada del Cd y acumularon el metal hasta niveles de saturacion, comportamiento
similar al reportado para el Cd en C. virginica en otros estudios (Roesijadi, 1996).
Los valores registrados fueron diez veces mayores que los medidos en ostiones C.
virginica (45.4 ug/gPS) expuestos a Cd en el Rio Patuxtent (Abbe, et al., 2000). Sin
embargo, la incorporacion de Cd en C. virginica durante el ensayo, podria
considerarse similar a la bioacumulacion del metal en otros bivalvos, como Perna
viridis L. (Patel y Anthony, 1991), asi como a la de M. edulis (300-500 ngCd/qg),
expuesta a 0.2 mgCd/L (Kéhler y Riisgard, 1982).

En el presente estudio, el FBC de Cd en C. virginica disminuyé en las
concentraciones mas altas del metal debido a que los organismos no incorporaron
el metal tan rapidamente como aquellos expuestos a las concentraciones menores.
No obstante y contrario a lo observado en los organismos expuestos al Cr, la
concentracion letal corporal del Cd (CLCsp.72 n = 502.2 pg/gPS), constituyd una
herramienta adecuada para evaluar el impacto biolégico derivado de las
concentraciones de exposicién en el ambiente, ya que la acumulacion del metal fue
proporcional al dafio causado por el mismo, tal y como lo plantea Borgmann (2000).
El comportamiento de los parametros de toxicidad aguda en C. virginica (CLsp y
CLCsp), denotaron la mayor toxicidad del Cd, metal sin funcion biolégica conocida,
que el Cr, metal esencial. A la vez, las demas respuestas evaluadas denotaron este
comportamiento diferencial. En los organismos expuestos al Cr en concentraciones
mayores a 8.26 mg/L, la pérdida significativa de peso denota un estrés severo y fue
una respuesta dependiente de la concentracion de exposicion del metal; no

obstante el IC no fue modificado por el metal. En contraste, la pérdida de liquido
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intervalvas, que impidié determinar en el IC y la pérdida de peso en los organismos
expuestos al Cd, sugieren un mayor deterioro por efecto adverso de este metal.
Una relacidon negativa entre la concentracion de Cd en tejido y la perdida del IC, ha
sido registrada en poblaciones naturales de ostiones del Rio Pauxtent (Riedel et al.,
1998).

La dificultad para obtener datos congruentes de mortalidad en las concentraciones

altas de exposicion tanto en Cr como en Cd, tiene que ver con el comportamiento

de la especie, debido al cierre de valvas de los ostiones, el cual es proporcional a

la concentracion de los toxicos en el agua, comportamiento ampliamente

documentado por Galtsoff (1964) y Newell y Langdon (1996). De tal manera, la

mortalidad se difiere en las concentraciones altas como resultado del cierre de

valvas, y permite sugerir que los organismos expuestos en esas concentraciones

estuvieron menos tiempo en contacto con el metal, por lo menos al inicio del

ensayo.

La CLso obtenida en las pruebas experimentales es un dato que no puede ser

extrapolado para determinar efectos en el ambiente (Riedel et al., 1998; Webb,

1998). Debido a lo anterior, los estudios sobre el efecto letal de los toxicos no son

tan frecuentes en el presente, como en el pasado; de hecho se considera que

concentraciones de 1.0 mgCd/L en agua marina son extremadamente altas, como

para notar efectos por exposicién en C. virginica (Roesijadi, 1996). Sin embargo,

las respuestas de los organismos pueden variar en diferentes circunstancias y

localidades, por lo que los estudios controlados de letalidad no deben obviarse. Es

necesario conocer si las concentraciones de toxicos que inciden en la

sobrevivencia de una especie adaptada a cierto ambiente, generan resultados
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similares en otro sitio, donde la especie se encuentra adaptada a otras
condiciones. A la vez estas pruebas permiten seleccionar los niveles adecuados
de los toxicos para las pruebas de efectos subletales, las cuales pueden llevarse a
cabo en plazos largos (de efectos crénicos) o cortos (de efectos subcrénicos).
Estas ultimas son mas frecuentes debido a que una larga estancia en laboratorio
involucra otras variables de estrés fisioloégico que pueden afectar las respuestas
(Wood et al., 1997). De tal manera, es relevante evaluar tanto las respuestas
letales, como las subletales, y dentro de éstas, las de expresiébn a corto y

mediano plazo.

4.2.4 Efectos subletales.

En el presente estudio, las concentraciones seleccionadas para las pruebas de
subletalidad (cercanas a 0.100 y 0.200 mg/L para ambos metales), fueron inferiores
a la CL1-1esn (0.222 mgCr/L) y a la CL472 1, (0.497 mgCd/L) para el Cr y el Cd,
respectivamente. Estas concentraciones fueron mayores que las registradas en
agua de la laguna de Mandinga donde se extrajeron los ejemplares (en promedio
0.078 mgCd/L y 0.080 mgCr/L). Respecto al limite de emision de ambos metales
en agua residual a cuerpos de agua naturales, se encuentran debajo del mismo, en
el caso del Cr es de 1.0 mgCr/L, aunque coincidieron con el limite de Cd, de 0.2
mgCd/L (DOF, 1997). No obstante, los niveles de los metales utilizados en las
pruebas, estan muy por encima de los niveles de proteccion en estuarios (0.01

mgCr/L y 0.0002 mgCd/L; CNA, 2003). Asi, las concentraciones utilizadas

119



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Discusioén

representaron valores intermedios entre los limites de emision y los de proteccion
en ambientes estuarinos y se encuentran por debajo de las CL¢ determinadas en la
presente investigacion. Es de interés que los resultados sean asociados a los
limites aceptados en la legislacion mexicana y comprobar si las concentraciones de
prueba representan un riesgo para la especie y si las normas establecidas la

protegen.

4.2.4.1 Respuestas bioquimicas. Metalotioneinas y estrés

oxidativo.

Los indicadores biologicos de toxicidad, como las metalotioneinas, relacionados
con la exposicion son de gran utilidad para la proteccion ambiental (Goyer, 1991).
La induccion de la sintesis de metalotioneinas en el funcionamiento normal de la
célula, se vincula a los requerimientos de metales esenciales (Simkiss et al., 1982;
Klaassen y Eaton, 1991), expresiéon que en C. virginica esta relacionada con la
regulacion y control homeostatico del Zn y del Cu (Savva, 1999). Debido a su
actividad en la regulacion de estos metales, la induccion de las metalotioneinas en
los bivalvos se asocia a mecanismos de desintoxicaciéon y de proteccion celular a la
presencia de metales téxicos, principalmente aquellos sin funcion biologica
conocida, o bien, cuando se presentan niveles excesivos de metales esenciales
como el Zn, el Cu y el Cr (Kohler y Riisgard, 1982; Stegelman et al., 1992;
Roesijadi et al., 1996; Viarengo et al., 1997; Romeo et al., 1997). Se han descrito

otros roles de las metalotioneinas, incluyendo la proteccion a la radiacion ionizante
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y una defensa general antioxidativa. Asi, organismos pre-expuestos a metales
como el Cd, resisten en mayor grado al estrés oxidativo al atrapar los radicales
hidroxilo y superoxido, y por lo tanto limitan sus efectos (Amiard et al., 2006). Una
cantidad excesiva de metales, sin embargo, no puede ser interceptada por los
mecanismos que los secuestran, como es el caso de las metalotioneinas, y en
forma idnica son capaces de unirse a otros sitios sensibles celulares, tales como
enzimas y membranas, estimulando la produccién de radicales libres, lo que puede
resultar en la desestabilizacion de la membrana (Roesijadi, 1996).

La entrada de metales no esenciales a la célula, se lleva a cabo por difusion, en el
caso del Cd, en forma de compuestos clorinados como el CdCl, (que fue la forma
que se utilizé durante los bioensayos), como complejos quelados, o bien, a través
de las bombas de iones (Souza et al., 1996). Puede ser confundido con el Ca en la
membrana e introducirse a la célula; ya dentro de esta, el Cd se confunde con otros
metales esenciales con valencia 2+, como es el caso del Zn (Wood et al., 1997). En
la regulacion normal de los metales, la union con las metalotioneinas a través de
grupos sulfihidrilos disminuye la toxicidad del mismo dentro de la célula (Klaassen y
Eaton, 1991). En el ostion, las metalotioneinas asociadas a los metales toxicos se
encuentran en mayor cantidad en los érganos de funcidon hepatica y renal, donde
ejercen accion toxica (Simkiss et al., 1982). Se sugiere que la nefrotoxicidad del Cd
en el ostion se debe al metal no unido a la metalotioneina, cuando el nivel de Cd
excede el de metalotioneina disponible. A la vez, la sintesis de metalotioneinas por
presencia de Cd, también deriva en un efecto directo en la transcripcion de DNA

(Simkiss y Masson, 1983).
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Diversas investigaciones han detectado en C. virginica el incremento de
metalotioneinas por exposicion a Cd en branquia, en manto y musculo abductor
(Carpene, 1993; Roesijadi, 1994; Roesijadi y Klerks, 1989; Roesijadi, 1996;
Roesijadi et al., 1996).

En esta investigacion, la induccion maxima de metalotioneinas en C. virginica, se
presentd como resultado de la exposicion a 0.110 mgCd/L y fue de 810.1. ng/g.
Este valor fue superior al determinado por Viarengo et al. (1997), en Mytilus
galloprovincialis (Lamarck), (100 a 240 pg/g) bajo exposicion al mismo metal, y
también a los registrados en M. edulis (aproximadamente 500 pg/g) derivados de la
exposicion a 0.200 mgCd/L y 0.500 mgCd/L (Bebiano y Langston, 1991; Kdhler y
Riisgard, 1982). Langston y Zhou (1987), indican que Macoma baltica (L.) expuesta
a 0.100 mgCd/L, incrementd la produccidn de metalotioneinas desde 35 ug/g en
controles, hasta 450 ug/g. En la almeja asiatica (Baudrimont et al., 1997), la
induccion de metalotioneinas por exposicion al Cd se ha incrementado hasta 2.5
veces, respecto a los valores de los controles.

Los resultados obtenidos en el presente estudio denotan de manera general, una
mayor induccién de metalotioneinas en la glandula digestiva, respecto a la branquia
y el musculo abductor en C. virginica por la exposicién al Cr y al Cd. Si bien en los
organismos expuestos al Cd no se observaron diferencias significativas con los
grupos control, debido a la elevada dispersién de los datos y la variacién temporal,
la induccion de metalotioneinas en la glandula digestiva fue desde un 10% hasta
13.5 veces mayor respecto al grupo control. En la glandula digestiva, la mayor

induccién de metalotioneinas se observo a las 72 h de exposicion (810.1 ug/g de
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tejido) en ostiones expuestos a 0.110 mgCd/L. En esta concentracion, la mayor
induccidn en branquia y musculo abductor se observo hasta las 96 h de exposicion.
En contraste, la exposicion al Cr indujo significativamente la sintesis de
metalotioneinas a las 6 h de exposicidon en la glandula digestiva (251.0 ug/g) y en
el musculo abductor (182.5 pg/g de tejido). La mayor induccién de metalotioneinas
en la glandula digestiva ha sido documentada en diversos bivalvos, particularmente
por la exposicion a Cd. Asi, en M. edulis y C. gigas se ha determinado una mayor
concentracion en glandula digestiva, que en branquia (Geret et al., 1997; 2000). De
manera similar, en M. edulis expuesta por 21 dias al Cd, la mayor concentracion de
metalotioneinas se asocia a la glandula digestiva, después a la branquia y hasta el
final al musculo abductor (Kohler y Riisgard, 1982). En moluscos, la elevada
concentracion de metalotioneinas en glandula digestiva se relaciona con la elevada
concentracion de metales en ese 6rgano y su confinamiento en células epiteliales.
Se considera que la fraccion no unida a metalotioneinas se asocia a estructuras
particuladas del tipo de los hemocitos granulares. Diferentes tipos de hemocitos se
han relacionado con la excrecion de materiales que son producto de la degradacion
y en actividades de desintoxicacion, tal es el caso de las denominadas células café
(Cheng, 1996). En ostion C. virginica de Mandinga se ha comprobado, que la
exposicion a 0.100 mgCd/L induce una produccion masiva de células café en
horas, las cuales migran a través del cuerpo del animal (Guzman, 2001). Asimismo,
se ha encontrado una relacién entre valores elevados de Cd corporal y la atrofia de

la glandula digestiva descrita por Kim et al. (1999).
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En C. virginica, el incremento de metalotioneinas en la glandula digestiva y la
branquia, registrado en la exposiciéon al Cd, present6 una correlacion positiva con el
FBC del metal, es decir, un mayor FBC se asocidé a la mayor induccion de
metalotioneinas, lo cual sugiere una limitacion para controlar los niveles del metal
acumulado. El musculo abductor, parecié responder de manera pasiva a la
acumulacion del metal, ya que en este tejido no se presentaron correlaciones
relevantes con el FBC. Esto parece logico, debido a que la entrada del metal
disuelto tiene contacto directo con las branquias y la glandula digestiva, a la vez,
que esta ultima tiene una importante actividad en la acumulacion y eliminacién de
los toxicos, mientras que el musculo abductor no es un 6rgano blanco inmediato y
se esperaria que la acumulacion de los toxicos en este tejido sea posterior.

En el caso del Cr, el incremento de las metalotioneinas por exposicion al metal en
la glandula digestiva y el musculo abductor, presentd una correlacion negativa con
el FBC, esto es, valores bajos del FBC se asociaron con los altos de
metalotioneinas. Aparentemente, la produccion de metalotioneinas refleja una
cierta capacidad del organismo para la regulacion y la posterior desintoxicacion del
metal, comportamiento particularmente claro en glandula digestiva.

No obstante, la interpretacion del comportamiento de la induccién de las
metalotioneinas en C. virginica por exposicion al Cr es mas limitado debido a que
existe mucho menos investigacion relacionada con este metal, respecto a la
realizada con Cd. Dado que el Cr es un metal esencial, esta involucrado en
numerosas activaciones enzimaticas, uniéndose a los sitios activos de las enzimas,
en reacciones redox con Fe y Cu. Los iones del Cr, sin embargo, son

extremadamente reactivos, se unen a muchos grupos cargados en proteinas,
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lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos, y pueden afectar también la estructura
secundaria de enzimas (Simkiss et al., 1982). EI Cr’* promueve la accién de la
insulina y es un nutriente esencial en el metabolismo de azucares y grasas,
desempefando multiples funciones en procesos vitales; sin embargo el Cr®* es un
agente oxidante y corrosivo (Albert, 1997), no asociado a funciones celulares y por
lo mismo se relaciona mas a estrés oxidativo celular. La entrada del Cr®* a la célula
se realiza a través del sistema transportador del sulfato. Una vez dentro de la célula
es transformado por dos vias: una enzimatica, que involucra al sistema del
citocromo P450 y glutation reductasa, en la cual se genera Cr**, y otra via, no
enzimatica que transforma al Cr®* en Cr** y Cr*" por el acido ascorbico. Estas
formas del Cr generan especies oxigeno reactivas (Moreno, 2003).

De tal manera, la induccién de metalotioneinas como un mecanismo de proteccion
celular y la induccion del estrés oxidativo celular son procesos relacionados en la
exposicion al Cr. No obstante, este estrés oxidativo se espera también por la
exposicion al Cd, ya que ambos metales favorecen la produccion de especies
oxigeno reactivas. A su vez, la presencia de radicales libres se relaciona con la
peroxidacion de lipidos de las membranas celulares (Klaassen y Eaton, 1991). La
degradacién oxidativa de los lipidos de la membrana, puede resultar en una fluidez
alterada de la misma, entre otras modificaciones (Hewitt et al., 1991). En glandula
digestiva de mejillén se ha comprobado la pérdida de la estabilidad de la
membrana lisosomal por la exposiciéon al Cd; los lisosomas desempefan a la vez
un importante papel en la eliminacion de las metalotioneinas (Paez, 1996a).
Asimismo, se ha detectado peroxidacién de lipidos en C. Virginica expuesta a Cu

(Ringwood et al., 1998). Estudios mas recientes indican que metalotioneinas y
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lipoperoxidacion se inducen por exposiciéon al Cd en la almeja de agua dulce
Corbicula fluminea (Legeay et al., 2005).

Considerando el tiempo de expresidén de los procesos de proteccion celular a la
exposicion a los metales y el papel que desempenan los lisosomas en la
desintoxicacién de los metales, se espera primero la inducciéon de metalotioneinas
y posteriormente el dafo peroxidativo. Los resultados obtenidos en C. virginica
expuesta al Cr apoyan este supuesto. El dafio peroxidativo en la glandula digestiva
por la exposicion al metal se manifestd a las 72 h de exposicion (dia 3). En este
periodo la produccion de MDA en los ostiones expuestos (271.7 nmol/g de
proteina) fue hasta 53% mayor que en el grupo control (179.0 nmol/g). Esta
respuesta estuvo diferida respecto a la induccidon de metalotioneinas que se
presento a las 6 h (dia 1).

Sin embargo, el comportamiento observado en los organismos expuestos al Cd fue
contrario a lo observado en la exposicion al Cr. El dafio peroxidativo se hizo
evidente a las 6 h de exposicion al Cd (dia 1), periodo en que los ostiones llegaron
a tener hasta 262.6 nmol/g, que fue 97% mayor que el del grupo control (133.5
nmol/g). En estos organismos la induccion en la sintesis de metalotioneinas fue
apreciable hasta las 72 h (dia 3), si bien, los valores entre los grupos expuestos y
controles no mostraron diferencias estadisticas entre los tres dias evaluados
debido a la elevada dispersion de los resultados obtenidos.

Los resultados anteriores sugieren un comportamiento toxico particular de cada
metal. En el caso del Cd, aunque la mayor inducciéon de metalotioneinas se
observé a las 72 h en la concentracién 0.110 mgCd/L, es posible suponer que la

elevada dispersion de los datos enmascaré la induccién temprana de
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metalotioneinas, ya que se ha observado sintesis de metalotioneinas en branquia
de C. virginica entre 1 y 4 dias posteriores a la exposicion a 0.050 mgCd/L
(Roesijadi, 1996). De esta manera, la induccion temprana de metalotioneinas en
concentraciones mayores que la mencionada, podria haberse presentado. El
estrés oxidativo generado por la exposicion al Cd, estaria indicando el mayor
efecto toxico derivado de las especies oxigeno reactivas producidas por la
exposicion al metal y que las metalotioneinas no protegen a la célula.

En el caso del Cr, la mayor induccién de metalotioneinas a las 6 h de exposicion
parece presentarse como un mecanismo inicial de proteccién celular y el dafo
peroxidativo a las 72 h sugiere una manifestacién de dano posterior derivado de la

produccién de especies oxigeno reactivas.

4.2.4.2 Respuestas fisioldgicas.

Para poder desarrollar e interpretar adecuadamente los modelos descriptivos del
comportamiento de los metales toxicos en el ambiente, es necesario conocer bien
los efectos fisioldgicos (Word et al., 1997). El estrés fisiologico se presenta cuando
los organismos sobrepasan su capacidad para compensar, resistir o adaptarse a
los cambios ambientales (Dillon y Lynch, 1981). Para la exposicion a mediano
plazo al Cr y al Cd en C. virginica, las concentraciones seleccionadas de los
metales se estimaron subletales; no obstante, llegd a presentarse mortalidad en

los organismos expuestos a los metales a lo largo de prueba. Si bien todos los
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organismos control sobrevivieron los 20 dias se ensayo, los expuestos a Cd
debieron ser retirados con anterioridad, ya que se presentd el 12.5% de
mortalidad, al dia 10 en la concentracion alta del metal y al dia 14 en la baja. En
C. virginica se han realizado bioensayos en plazos mucho mas largos, hasta de 20
semanas, con exposicion a concentraciones de Cd similares a las utilizadas en
este estudio (0.200 mgCd/L), sin registrar una mortalidad importante en ese plazo
(Roesijadi, 1996). Tales diferencias podrian ser consecuencia tanto de la historia
de vida, como de la aclimatacion de los organismos en condiciones controladas de
laboratorio, los cuales, pueden modificar los limites de tolerancia a los factores

ambientales incluidos los contaminantes (Espina y Vanegas, 1996a).

A. Consumo de oxigeno.

La tasa metabdlica de C. virginica sin exposicion a los metales (0.37 mg/h/gPS)
fue semejante a la determinada por Shumway y Koehn (1982) en la misma
especie (0. 42 mg/h/gPS; datos recalculados) evaluada entre 20y 30 °C y 14y 28
%o0. La exposicion al Cr no modificé el consumo de oxigeno de los ostiones,
presentando valores similares durante el transcurso del bioensayo, con valores
promedio entre 0.45 mg/h/gPS y 0.52 mg/h/gPS. En contraste, la exposicién al Cd,
altero significativamente la tasa respiratoria, dependiendo del tiempo y la magnitud
de exposicion al metal. Asi, en los organismos expuestos a la mayor
concentracion (0.170 mgCd/L), el mayor consumo de oxigeno se observé el dia 5

de exposicion (0.88 mg/h/gPS); en los ostiones expuestos a la menor
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concentracion (0.095 mgCd/L) la maxima tasa metabdlica (1.41 mg/h/gPS) se
observo hasta el dia 14.

El efecto del Cd en la tasa respiratoria de bivalvos es contradictorio. Asi, niveles
de 0.1 mgCd/L o menores, pueden no modificar la tasa respiratoria en C. virginica
(Roesijadi, 1996) y Mytilus californianus (Lares y Orians, 2001), respectivamente;
niveles de 0.10 a 0.100 mgCd/L pueden reducir la actividad metabdlica en M.
baltica (Duquesne et al., 2004), o concentraciones mayores 0.095 a 0.170
mgCd/L, pueden incrementarle (este estudio). Estas discrepancias pueden
relacionarse con las diferentes etapas de accidn toxica del metal en la respuesta
fisiologica de los organismos, como lo plantean Gaudy et al. (1991) para
crustaceos. En una primera etapa de la intoxicacion al Cd la demanda de ATP se
incrementa y en consecuencia la fosforilacion oxidativa, incremento considerado
adaptativo y relacionado con mecanismos compensatorios a la accion téxica por el
metal. En una segunda etapa, de intoxicacién severa, la tasa respiratoria puede
reducirse como consecuencia de la incapacidad del organismo de responder a las
demandas de ATP, condicidn que en ultimo término es letal.

En caso de los moluscos, el incremento en la tasa respiratoria se ha relacionado
con el deterioro en los procesos de osmoregulacion y la inhibicion en el transporte
de Ca (Sadiq, 1992), sin embargo no puede descartarse que también se
presenten requerimientos energéticos que favorezcan su incremento. A la vez, la
reduccidn de la tasa respiratoria por efecto de metales toéxicos obedece al
deterioro estructural y funcional de la branquia y en consecuencia a la alteracion
en la captacion, transferencia y transporte de oxigeno a los tejidos, asi como a la

inhibicion de las enzimas involucradas en la respiracion celular (Spicer y Weber,
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1991). En Macoma baltica la reduccién en la actividad metabdlica de los
organismos por la exposicion a 0.01 mgCd/L se relaciona con la reduccién en la
tasa de filtracion y el cierre de valvas, este ultimo como mecanismo para reducir la
bioacumulacion del metal; niveles mayores (0.3 mgCd/L) redujeron
significativamente las reservas de glucégeno y el indice de condicion (Duquesne
et al., 2004).

El incremento en el consumo de oxigeno en C. virginica expuesta al Cd no se
asocio con la tasa de filtracién, ni con el consumo de alimento, respuestas que
fueron reducidas significativamente por la exposicién al metal. En los organismos
acuaticos, las alteraciones en la tasa respiratoria ocasionadas por la exposicion
subletal a los metales toxicos depende en gran medida de los mecanismos de
regulaciéon y desintoxicacién (Johnson, 1988). De tal manera, el incremento en la
tasa respiratoria de los ostiones expuestos al Cd puede obedecer a los costos
energéticos asociados a mecanismos de desintoxicacion y proteccion celular al
efecto téxico del metal, tanto en la sintesis de metalotioneinas, como el estrés
oxidativo ocasionado por el metal, evidenciado en las exposiciones a corto plazo.
El incremento en el consumo de oxigeno se observo de 48 a 72 h después de que
se manifesto el estrés oxidativo.

En el caso de los ejemplares de C. virginica expuestos al Cr, la tasa metabdlica no
evidencié los costos energéticos de la regulacidn homeostatica del metal, ni la
demanda energética asociada a la accion toxica del Cr (como el estrés oxidativo)
0 a los mecanismos de desintoxicacion y de proteccion celular al metal (como las

metalotioneinas) como ha sido descrito en otros bivalvos (Amiard et al., 2006).
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B. Excrecién nitrogenada.

Los bivalvos, y en particular C. virginica, son organismos estrictamente
amoniotélicos, cuya proporcion de amoniaco (NH3) en la excrecion nitrogenada es
dominante (68%), sobre otros productos, los cuales pueden presentarse en forma
de aminoacidos (21%), en forma de urea (8%) y como acido urico (1%) (Urich,
1994). Cualquier alteracion en la excrecion nitrogenada tiene una influencia
importante en el metabolismo del ostidon, ya que la liberacion de amoniaco se
relaciona con la depositacion del carbonato de calcio de la concha de los
organismos. La excrecion nitrogenada permite, en condiciones normales,
mantener el pH en condiciones Optimas entre 8.6 y 8.9 (Urich, 1994). En C.
virginica, un fendmeno observado en la tasa de excrecion nitrogenada fue su
disminucion paulatina a lo largo del bioensayo, en todos los organismos, tanto en
los grupos control, como en los expuestos a los metales. Esta disminucion
coincidid con una reduccion en la produccion de heces y en el consumo de

alimento, aspectos que se discuten mas adelante.

En esta investigacion, los controles y los organismos expuestos al Cd no
mostraron cambios evidentes en la excrecién nitrogenada, al igual que en el
consumo de células ingeridas. En contraste, la alteracion en la excrecion
nitrogenada, fue evidente en ostiones expuestos a 0.180 mgCr/L, cuya tasa (0.141
mg N-AT/h/gPS) fue superior al resto de los lotes el dia 10. En los ostiones
expuestos al Cr, las alteraciones en la excrecion amoniacal no se relacionaron con

el consumo de alimento, el metal no modificé el consumo de células ingeridas. Sin
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embargo, en esta etapa del bioensayo (dia 10), el sustrato energético utilizado por
los organismos denotd un catabolismo estricto de proteinas (O:N = 0.7), lo cual
sugiere una condicién de estrés severo y la utilizacién de proteina corporal con
fines energéticos y en consecuencia explica en aumento en la excreciéon
amoniacal observado. Es bien conocido que el Cr ocasiona dafios renales en
mamiferos y el exceso genera necrosis en los tumulos proximales, alterando a la
vez, la excrecion de los productos nitrogenados (EPA, 1998: Hewitt et al., 1991).
Sin embargo, en C. virginica y M. edulis el exceso de Cr puede excretarse por
manto y glandula digestiva (Espina y Vanegas, 1996 b), posiblemente reduciendo
las alteraciones renales. La tasa de produccion amoniacal se ha relacionado con
la disponibilidad del alimento, en funcion tanto de la composicién quimica de la
dieta, como de la cantidad del alimento ingerido. Asi, la relacién directa entre la
tasa de excrecion nitrogenada y la cantidad de alimento ingerido ha sido reportada

en bivalvos.

C. Relaci6on O:N.

En los bivalvos, como en todos los organismos amoniotélicos, la relacion O:N es
una medida de integracién de la tasa respiratoria y la excrecion nitrogenada vy
refleja la naturaleza del sustrato metabolizado como fuente energética (Mayzaud y
Connover, 1988). Este parametro suele relacionarse ademas con condiciones de
estrés en organismos, debido a la influencia de los factores ambientales (incluidos

los contaminantes), en los procesos fisiologicos integrados en la relaciéon O:N
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(Windows y Donkin, 1991). Valores tedricos en la relacion O:N entre 3 y 16 se
asocian al catabolismo estricto de las proteinas: valores menores a 3, se vinculan
al catabolismo de las proteinas corporales en ausencia de alimento; valores entre
50 y 60 reflejan la oxidacion equilibrada de lipidos y proteinas, y valores mayores
de 60, se asocian al catabolismo de lipidos y carbohidratos (Mayzaud y Connover,
1988).

En. C. virginica, los ejemplares del grupo control, presentaron valores de O:N
uniformes en el tiempo, con promedio de 40. Estos podrian asociarse al
catabolismo equilibrado de proteinas vy lipidos esperado en organismos adultos de
la especie. En los organismos expuestos a ambos metales, los valores de la
relacion O:N denot6 diversas condiciones de estrés fisioldgico a lo largo de los
dias evaluados.

En los organismos expuestos a 0.095 mgCd/L, los valores elevados de la relacion
O:N (227.7) del dia 14, se asociaron al consumo de las reservas energéticas de
los organismos (lipidos y carbohidratos), lo cual se relaciona con la elevada tasa
respiratoria en ese mismo dia, con valores promedio de 1.41 mg/h/gPS y que
representd el consumo de oxigeno mas alto de este bioensayo. El valor bajo de la
relaciéon O:N (2.3), obtenido desde el dia 3 en ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L,
se asocio con el consumo de las proteinas propias del animal y reflejé un severo
estrés metabdlico. La alteracion de la relacién O:N por la exposicion al Cd indica
que el efecto es dependiente de la concentracion.

En los ostiones expuestos a 0.080 mgCr/L, los valores de la relacion O:N
mostraron alteraciones el dia 5 (2.2). En estos organismos, asi como los

expuestos 10 dias a 0.180 mgCr/L, los valores bajos de la relacion O:N (0.7),
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reflejaron la condicion de estrés severo, los cuales se asocian con la degradacion
con fines energéticos de la proteina corporal de los organismos.
Comparativamente, la respuesta en la relacion O:N, al igual que en el caso del
estrés oxidativo, primero se observd en Cd y después en Cr. Los valores bajos
observados en este indicador de estrés fisiologico, que implican el consumo de las
proteinas propias del animal, se presentd a pesar de que los organismos contaban
con alimento disponible. El estrés energético en funcion de la relacion O:N, por
efecto de los metales toxicos, ha sido documentada en bivalvos. En la almeja
Argopecten ventricosus (Sowerby) valores de O:N de 30, se asociaron con
condiciones nutricionales adecuadas, en tanto que la exposicion a Cr, Cd y Pb, en
ausencia de alimento genera relaciones O:N menores de 5 (Sobrino, 2001). A la
vez, en Macoma baltica, la exposicion a 0.3 mgCd/L reduce las reservas

energéticas de glucdégeno de los organismos (Duquesne et al., 2004).

D. Consumo de alimento y tasa de filtracion.

La exposicidon a los metales no modifico significativamente el consumo de células
de T. suecica, excepto el dia 17, en el cual los organismos expuestos a 0.180
mgCr/L mostraron un consumo elevado, de 103 + 53 X 10 ° células. No obstante,
durante el transcurso de los bioensayos se registraron consumos elevados de
células en los organismos expuestos a los metales, sin embargo, la dispersion de
los datos impidié comprobar diferencias.

En los bivalvos, la tasa de filtraciobn se considera una medida indirecta del
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consumo de alimento, la cual es modificada por factores exdgenos como la
temperatura y la concentracion de particulas del alimento (Walne, 1972; Giriffiths y
Griffiths, 1987; Newell y Langdon, 1996; Sobral y Widdows, 2000). En la presente
investigacion, las particulas estarian representadas por las células de T. suecica
utilizadas como alimento y cuyo suministro no fue excesivo, ya que los organismos
solo produjeron heces y no pseudoheces. Cabe sefalar que el alimento
proporcionado a los ejemplares de C. virginica (que en promedio fue de 10,707
células/mL), se considerd similar a la racion proporcionada a otras especies de
bivalvos sujetas a bioensayo (Bayne, 1973; Castrejon et al., 1994). Si bien algunos
autores consideran de poco valor nutritivo a T. suecica (Volkman et al., 1989);
otros, por el contrario, consideran que los bivalvos pueden crecer sostenidamente
con T. suecica seca, y que como alimento vivo su aprovechamiento es bueno, si
bien en etapas juveniles, en las cuales el crecimiento es algo lento, su valor
nutritivo es moderado (Laing y Verdugo, 1991).

La tasa de filtracion en C. virginica varia y se reporta desde cero hasta un valor
cercano a 10 L/h (Jorgensen et al., 1991). En el presente estudio, las tasas
obtenidas en los grupos control pueden considerarse tipicas para la especie, de
1.21 L/h, alimentados con 10,000 células/mL de T. suecica. Esta tasa es
semejante a la tasa de filtracién de Mytilus chilensis Hopé (1.87 L/h) alimentada
con una concentracion similar de células de Dunaniella marina (Navarro y Winter,
1982), asi como a la reportada en otras especies. Tal es el caso de: Tapes
phillipinarum (Adams y Reeve) cuya tasa de filtracion va de 1.1 L/h a 2.4 L/h (Da
Ros et al., 1998); de M. edulis, con tasa cercana a 1.8 L/h, de Ruditapes

decussatus (Cooper), con tasa de 2.4 L/h (Sobral y Widdows, 2000), o bien de
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Argopecten purpuratus (Lamarck), con tasa de 1.5 L/h (Navarro y Gonzalez,
1998), la cual incluso presenta importantes variaciones, llegando a filtrar hasta 16
L/h (Navarro et al., 2000).

La tasa de filtracion en T. phillipinarum responde a los contaminantes y disminuye
en organismos que se encuentran en sitios contaminados (Da Ros et al., 1998).
En M. edulis y Mya arenaria L. (Capuzzo y Sasner, 1977), se ha comprobado que
la tasa de filtracion disminuye como consecuencia de la exposicion a Cr en
sedimento. Sin embargo, en el presente estudio la influencia del Cr en la tasa de
filtracion promedio en C. virginica no fue demostrada. De tal manera, los valores
determinados para el grupo control (1.21 L/h) y para los ostiones expuestos al Cr
(1.07 L/h y 0.82 L/h) fueron similares, y por lo tanto, la tasa de filtracion no fue un
buen indicador del dafo por la exposicion a este metal.

En contraste, los ostiones expuestos a Cd, tuvieron en promedio 0.56 L/h y fue
significativamente inferior a la del grupo control, no observandose cambios
importantes en los dias evaluados. A diferencia de lo observado en el grupo
control, en los cuales se evidenciaron variaciones a lo largo del transcurso de las
pruebas. En C. virginica la reduccién de la tasa de filtracién por efecto del Cd
coincidié con un menor consumo de alimento e esto se tradujo en la obtencién de
pesos interiores a los esperados para la clase de talla utilizada en los bioensayos
(Powell, et al., 1992). En contraste con lo observado en los organismos expuestos
al Cr, donde la reduccion observada en el peso de los organismos no se asocio
con modificaciones en la tasa de filtracion. La reduccién en la tasa de filtracion de
bivalvos por el efecto de la exposicion subletal al Cd y su repercusion en la

disminucion en el IC de los organismos también, se ha demostrado en Macoma
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baltica (Duquesne et al., 2004).

Cabe destacar que en C. virginica se observo la presencia de casos extremos en
la tasa de filtracion del grupo control, lo que evidencio la presencia de tasas altas
y bajas de filtracion, tal como lo indican Powell et al. (1992). Las tasas altas de
filtracion en los organismos del grupo control representaron el 13% de los datos,
mientras que en los ostiones expuestos a Cr, correspondieron al 9% y al 4% de
las tasas registradas en los organismos expuestos a 0.080 mgCr/L, y 0.180
mgCr/L, respectivamente. En los expuestos a 0.095 mgCd/LCd, solo un dato
correspondié a este tipo de tasa.

En la especie C. virginica las dos tasas de filtracion, alta y baja, cubren funciones
complementarias, en caso de haber exceso o escasez de alimento, y responden a
modificaciones abruptas de la salinidad, asi como a otros factores. La tasa
maxima esta determinada parcialmente por el tamafo de la branquia y el peso del
tejido (Newell y Langdon, 1996). Se asume que esta puede estar relacionada con
el cierre de valvas, mecanismo importante para la proteccién de losa individuos en
condiciones ambientales adversas, incluyendo concentraciones anormales de
contaminantes disponibles (Phillips, 1980) y concentraciones anormalmente altas
de cationes (Shumway, 1996), como el Cd** o Cr®*, en este caso. Sin embargo, el
cierre de valvas puede ocurrir, aun en condiciones Optimas, con una adecuada
disponibilidad de alimento. Los mecanismos involucrados aun no se comprenden
completamente y existe controversia respecto a los mecanismos responsables en
el cierre de las valvas.

No obstante, la frecuencia de la tasa alta de filtracion (de 5.27 L/h) observada en

el grupo control, puede ser utilizada como un indicador de buen estado fisiologico
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en C. virginica. En contraste, la menor frecuencia registrada en los organismos
expuestos al Cr, asi como el hecho de que estuvieron practicamente ausentes en
los ostiones expuestos al Cd, sugieren que la reduccion en la presencia de la tasa
alta de filtracién, puede constituir un indicador del deterioro de los mecanismos
involucrados en el cierre de valvas como medida de proteccion para reducir la
incorporacion de los metales. Las disminucion en la tasa de filtracion y en la tasa
de ingestion del alimento en bivalvos expuestos al Cd, Cu y Zn, ha sido atribuida
al efecto narcético de los metales (Smith, 1985; Lin et al., 1992), en los cuales la
reduccion de estas tasas fisiologicas se asocia con el incremento en la
incorporacion de los toxicos (Windows et al., 1990). Esta relacion fue observada
en el presente estudio en los ejemplares de C. virginica expuestos al Cd. Por otro
lado, si el Cd modifica la estructura de la branquia, puede modificar también la
actividad de filtracidn, y esta se relaciona con la alimentacién de C. virginica por la
interaccion entre las branquias y los palpos labiales, que controlan la cantidad de
particulas en suspension que entran en la regién bucal (Ward et al., 1994).

Cabe sefialar que en C. virginica, las tasas bajas de filtracion no mostraron el
efecto de la exposicion a los metales.

A pesar de las ventajas que representan los estudios de laboratorio elaborados
con C. virginica y otras especies estuarinas alimentadas con algas unicelulares,
los resultados obtenidos en la tasa de filtracion no pueden ser extrapolados a los
organismos en su habitat natural estuarino (Newell y Langdon, 1996), en donde el
alimento tiene gran variabilidad espacial, temporal y de calidad (Wang y Wong,
2003). Lo anterior podria explicar el hecho de que en C. virginica los valores

observados en las tasas de filtracidon altas y bajas, fueron inferiores a los valores
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esperados (7.56 L/h y 1.72 L/h, respectivamente) para organismos de la misma

talla.

E. Asimilacion y eficiencia de asimilacion.

En los organismos acuaticos la asimilacién del alimento ingerido se relaciona de
manera directa con la eficiencia con la cual se absorben los componentes
dietéticos (Condrey et al., 1972). En los bivalvos marinos, las caracteristicas del
alimento, tamafio y tipo de particula, asi como su cantidad y calidad, tienen una
relevancia elevada en la asimilacién tanto de los componentes dietéticos, como
de los metales incorporados en el alimento (Wang y Fisher, 1999; Li et al., 2002;
Wang y Wong, 2003). La eficiencia de asimilacion puede modificarse con la
calidad de las particulas suspendidas (Mac Donald et al., 1998),
independientemente de su concentracion. Castagna et al. (1996) indicaron que las
células de T. suecica (suministradas como alimento en el presente estudio)
pueden ser almacenadas en refrigeraciéon al menos por 30 dias sin deterioro
aparente en su calidad. Lo anterior se corrobord con el analisis energético de T.
suecica y su comparacion con los valores energéticos asociados a otras dietas
algales en moluscos. Al respecto, dietas constituidas de Skeletonema costatum,
Thalassiosira pseudomona, Isochrysis galbana (Parke) y T. suecica
proporcionadas a diferentes especies de moluscos, suministran 23.5 J/mg (5,622
cal/gPS) (Windows, 1993), mientras que dietas exclusivas de Phaeodactylum

tricornutum (Bohlin) aportan 3,900 cal/gPS (Widdows, 1978). En este estudio el
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contenido energético de 2,048 cal/g en T. suecica, fue casi la mitad de los valores
indicados. Sin embargo, el contenido calérico de T. suecica (3.91 X 107°
cal/célula) es mayor al suministrado a M. edulis alimentada con T. suecica (50,000
células/h), para el cual representd 0.94 X 107° callcélula (datos recalculados;
Bayne, 1973), y que fue considerada energéticamente adecuada para los
organismos.

Los valores de consumo de células transformados a cal, representan el alimento
ingerido por un individuo en un dia. La ingestion no mostré el efecto de los
metales, si bien pudo apreciarse una disminucién en la ingestion del grupo control
a lo largo del periodo de prueba.

En C. virginica, la asimilacion del alimento durante el transcurso de las pruebas,
fue similar en el grupo control (236.5 cal/d) y en los expuestos al Cr (244.1 cal/d
promedio), y al Cd (177.5 cal/d), excepto los dias 6 y 7. En los ostiones expuestos
al Cr la asimilacion fue significativamente inferior a los controles el dia 7 (377.6 y
190.5 cal/d) y los expuestos a Cd mostraron una asimilaciéon inferior en ambos
dias, que fluctu6é entre 26.6 cal/d y 176.6 cal/d. A partir del séptimo dia, la
exposicion a los metales no modificé la asimilacion del alimento ingerido, no
obstante la disminucion de los valores observados, particularmente en los ostiones
expuestos al Cd, debido a la elevada dispersiéon de los datos.

La eficiencia de asimilacion del alimento ingerido, representa la fraccion de los
elementos asimilados que se incorporan en el tejido biolégico (Widdows y Donkin,
1991). La eficiencia de asimilacion determinada en los ejemplares de C. virginica
del grupo control alimentados con T. suecica (74%), se consider6 adecuada y

semejante a la obtenida en diversas investigaciones con C. virginica y otras
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especies de moluscos, alimentados con diferentes especies algales. Asi, C.

virginica alimentada con Thalassiosira pseudonana tiene una eficiencia de

asimilacién de 72-74% (Romberger y Epifanio, 1981), mientras que en M. edulis,

Ruditapes philippinarum, Perna viridis, T. phillipinarun y A. purpuratus (Hustedt) se

reportan valores entre el 65% el 85 % (Widdows, 1978; Da Ros et al., 1998;

Navarro y Gonzalez, 1998; Li et al., 2002).

La reduccion en la eficiencia de asimilacion en los ostiones expuestos al Cr, (63 y

64%) en relacion al grupo control, se mantuvo uniforme a lo largo del bioensayo.

Si bien, en los ostiones expuestos a Cd el comportamiento de la eficiencia de

asimilacion fue irregular, en estos hubo una evidente reduccion significativa en los

dias 6y 7, a niveles entre el 19 y el 50%, relacionados a su vez con la disminucion

paralela en la asimilacion del alimento ingerido.

La eficiencia de asimilacion del alimento ingerido se vincula con la composicion
quimica del alimento y con la asimilacion de los componentes organicos de la dieta,
de manera que los cambios en el contenido energético de las heces reflejan
alteraciones en la asimilacion de estos componentes organicos (Condrey et al.,
1972). A la vez, la disminucion en la produccion de heces puede relacionarse con
una mayor retencion del alimento, incrementando la eficiencia de la digestion del
alimento y su absorcion (Widdows, 1993) y en consecuencia con una mayor
asimilacién del alimento ingerido (Griscom et al., 2002). En los ejemplares del
grupo control el menor contenido energético de las heces sugiere un mejor
aprovechamiento del alimento y se refleja en la elevada asimilacién del alimento

ingerido.
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En los ostiones expuestos a los metales la tasa de produccion de heces fue menor
que en los organismos del grupo control. No obstante el aumento en el contenido
energético de las heces (dias 11 a 17), sugiere una menor asimilacion y
aprovechamiento de los componentes organicos de la dieta, lo cual explica a su
vez la reduccion en el peso de los organismos, al término de la exposicidén al metal.
En los ostiones expuestos al Cd la produccion de heces fue irregular, y solo fue
significativamente mayor que el grupo control el dia 12 de exposicidon, no
reflejando, contrario a lo esperado, la reduccion significativa observada en la
eficiencia de asimilacion. En los organismos expuestos al Cd, la disminucion en la
eficiencia de asimilacion del alimento, podria relacionarse con el deterioro de la
actividad digestiva derivado de la destruccion de la glandula digestiva. Se ha
corroborado la atrofia de la glandula digestiva como consecuencia de la exposicion
a valores elevados de Cd corporal por Kim et al. (1999). Cabe recordar que fue la
glandula digestiva 6rgano con mayores alteraciones en la induccion de
metalotioneinas y que presenté dafio oxidativo desde las 6 h de exposicion al

metal.

F. Metabolismo basal.

El metabolismo basal representa el costo energético de mantenimiento de los
organismos y refleja la demanda de energia minima para cubrir sus funciones
vitales. El metabolismo basal es modificado por numerosas variables ambientales,

ademas de las caracteristicas metabdlicas intrinsecas de cada especie. Tal es el
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caso de C. virginica, que tiene un metabolismo aerobio y uno anaerobio, e incluso
puede mostrar un metabolismo anaerobio parcial, simultaneo al aerobio (Griffiths y
Griffths, 1987). Ambos influyen en los valores que se obtienen como gasto
metabdlico, de manera que para asegurar la obtencion de los valores confiables
de gasto energético del metabolismo basal, seria necesario evaluar la demanda
de energia asociada a la tasa de anaerobiosis, la cual no fue determinada en esta
investigacion, si bien con el propdsito de impedir la interferencia de una actividad
metabdlica anaerobia simultdnea a la aerobia, los organismos se sometieron a
concentraciones adecuadas de oxigeno disuelto en el medio. El tipo de
metabolismo que tiene en particular este tipo de ostiones, hace que la
comparacion con otras especies sea limitada. La disminucion en el metabolismo
basal de C. virginica en los grupos control a lo largo del bioensayo (en promedio
de 2.26 cal/h, el dia 5 a 1.00 cal/h, el dia 19), coincidié con la disminucién en la
tasa de ingestion del alimento y la produccién de heces, reduccidn que sugiere
que el metabolismo basal de los ostiones puede estar modulado por la condicion
energética nutricional de los organismos. No obstante, el metabolismo basal de C.
virginica fue similar al reportado en M. californianus 0.91 cal/h (Griffiths y Giriffiths,

1987), comparable al registrado en los ostiones el dia 19 del bioensayo.

En los organismos expuestos a 0.080 mgCr/L, el metabolismo basal se incrementd
en relacion al grupo controles del dia 10 en adelante (2.74 cal/h, 1.68 cal/lh y 1.25
cal/h) y fue previo a la mortalidad observada en los organismos, uno el dia 12 y
otro el dia 18 de transcurrido el bioensayo. En contraste, en C. virginica expuesta

a 0.180 mgCr/L, el metabolismo basal a lo largo de la exposicion al metal fue
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inferior al del grupo control, en este caso, el primer organismo muerto se detecto
hasta el dia 16 del bioensayo. En el grupo expuesto a 0.095 mgCd/L, los
organismos muertos se detectaron al dia 8 y 13 del bioensayo (uno en cada dia) y
en este grupo el metabolismo basal fue mayor que el del grupo control el dia 5
(2.64 cal/h). De manera similar, en los ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L la
mortalidad se observé el dia 5 y el 9 del bioensayo (uno cada dia) y en este grupo
el metabolismo basal fue elevado los dia 6 y 10 del bioensayo (3.55 y 3.48 cal/h).
De esta manera, el incremento en el metabolismo basal previo a la mortalidad de
los organismos sugiere el aumento en el gasto energético de mantenimiento de
las funciones vitales del organismo producto de la accién téxica del metal, mayor
por efecto del Cd. No obstante, se desconoce la razén por la cual los ostiones
expuestos a la concentracién mayor de Cr, contrario a lo esperado, no mostraron
un fuerte gasto energético en el metabolismo basal. Si bien, también se demostro
la disminucién significativa en el peso de estos organismos al término del

bioensayo.

4.2.4.3 Integraciones complejas. Campo de crecimiento.

Las integraciones complejas como lo es el campo de crecimiento (P),
proporcionan informacién valiosa sobre el comportamiento energético de los
organismos. Cualquier perturbacion que altere el balance energético metabdlico
de los individuos al interferir con los mecanismos estabilizadores de la

homeostasis, implica una alteracion cuantificable del estado fisiolégico inducida
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por un cambio ambiental que hace al individuo mas vulnerable a nuevos cambios
ambientales y compromete su sobrevivencia a largo plazo (Espina y Vanegas,
1996a). El conocimiento relativo a la manera en que se modifican los mecanismos
fisiologicos y bioquimicos, permite conocer los limites homeostaticos de los
organismos (Klaassen y Eaton, 1991) ante la presencia de estresores ambientales
como los metales toxicos. En este sentido el campo de crecimiento refleja el
efecto global de la exposicidon a los téxicos ambientales, razén por la cual se
considera una integracién compleja utilizada como indicador general de estrés
(Widdows et al., 1990).

En el grupo control de C. virginica, el balance energético denoté que, de la energia
ingerida por el alimento se canalizé entre el 63 al 83% al crecimiento potencial de
los organismos (Fig. 40). Las pérdidas energéticas constituyeron del 9 al 10% de
la energia ingerida (excrecion nitrogenada y produccion de heces), en tanto que
del 18 al 32% se canalizé a la respiracion. Esta ultimarepresentd un porcentaje
similar al calculado por Dame (1976), para C. virginica (29%).

En los ostiones expuestos al Cr el balance energético fue modificado en el
transcurso de la exposicidon al metal, donde si bien el campo de crecimiento como
resultante no fue alterado por la exposicidon al metal, la energia asimilada
destinada al crecimiento potencial de los organismos fue del 10 al 14% y del 36 al
56% menor que en el grupo control al dia 10 y 15 de exposicién al metal,
respectivamente. Los cambios en la distribucion de energia obedecieron tanto al
incremento en las pérdidas energéticas, asociadas a la produccion de heces (H) y
a la excrecién nitrogenada (N), como al aumento en las demandas energéticas del

metabolismo respiratorio ( R).
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Dia 5 10 15

Control

0.080

mgCr/L

0.180

mgCr/L

0.095

m Respiracion

mgCd/L

0O Excrecion N

m Heces

m Campo de crecimiento (P)

0.170 Campo de crecimiento

mgCd/L negativo

Figura. 40. Proporcion de energia ingerida (100%) que es canalizada a las
diferentes respuestas fisioldégicas que se integran en el balance energético
de C. virginica. Se presentan porcentajes.
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Asi, de la energia asimilada por el alimento ingerido (100%), las pérdidas
energéticas (H + N), se incrementaron del 12 al 14 % al dia 5 de la exposicién, y
del 11 al 23% al dia 15 de la exposicion al Cr. Si bien al dia 10, la tasa metabdlica (
R) se incrementé por la exposicion al metal, la proporcién de la energia ingerida
canalizada al metabolismo respiratorio fue similar a la detectada en el grupo
control. En contraste, al dia 15 de exposicion, la energia asimilada canalizada a la
respiracion fue del 12 al 31% mayor que en el grupo control. De acuerdo a
Widdows y Donkin (1991), el costo metabdlico asociado a la respiracion manifiesta
algunos mecanismos mayores de intoxicacion. Por ejemplo, en M. edulis la
disminucion de esta demanda energética se asocia con la inhibicion del
metabolismo oxidativo, mientras que un incremento, indica un desacoplamiento de

la fosforilacion oxidativa.

En los ostiones expuestos al Cd, el balance energético fue significativamente
alterado por la exposicién al metal y reflejé una desventaja energética desde el
principio de las pruebas. El campo de crecimiento resultante reflejé el compromiso
energético de los organismos expuestos a 0.095 mgCd/L. Los valores sugieren
condiciones de mantenimiento basicas, en tanto que en los expuestos a 0.170
mgCd/L, el déficit energético fue severo. Las alteraciones observadas en el
crecimiento potencial de los ostiones obedecieron directamente a la reduccion de
la energia ingerida por el alimento. A la vez, obedeci6 a las alteraciones en la
distribucion energética del alimento ingerido. Asi, al dia 5 de la exposicién al Cd, el
27% fueron pérdidas energéticas (H + N), en tanto que el 68% se canalizé al

metabolismo, esto respresent6 un gasto 36% mas elevado que en los organismos
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del grupo control. No obstante al dia 10 de la exposicion al metal, las pérdidas
energéticas (H + N) fueron 9%, también superiores al grupo control, en tanto que la
energia asimilada canalizada a la respiracién fue 20% mas elevada que en el

grupo control.

En los organismos acuaticos la intoxicacion por Cd se asocia inicialmente una
mayor demanda de ATP, y en consecuencia a una mayor fosforilacion oxidativa,
hasta que el organismo ya no puede responder a la demanda energética y reduce
el consumo de oxigeno, disminuyendo la ingestion y la capacidad de asimilacion
del alimento ingerido. El organismo requiere energia y no puede incorporarla del
alimento (Espina y Vanegas, 1996 b). El curso de la intoxicacion por los metales
implica primero los efectos a nivel bioquimico, en el caso del Cr, se indujeron
primero metalotioneinas y posteriormente estrés oxidativo, lo que implica la
utilizacion de los recursos energéticos disponibles para la regulacion del metal. En
el caso del Cd, esta regulacion no es posible por lo que la demanda energética se
presenta junto con las respuestas, con un cambio en el uso de sustratos
energéticos que se traduce en la reduccion de los recursos globales y el deterioro
del organismo. Los resultados del presente estudio parecen corroborar estos
planteamientos, donde la significativa reduccién en la energia ingerida influy6é de

manera determinante en el balance energético de los organismos expuestos al Cd.

El campo de crecimiento de M. edulis en ambientes no contaminados, se ha
estimado en 137.6 cal/d/gPS (24 J/g/h) (Widdows y Donkin, 1991), valor similar a
los determinados en los organismos control de C. virginica, que tuvieron de 130.6 a

192.29 cal/d/gPS. La alteracion en el campo de crecimiento por la exposicién al Cd
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también ha sido demostrada en M. edulis expuestos en sitios medianamente y muy
contaminados con el metal, obteniéndose valores de 68.81 cal/d y 11.47 cal/d,
respectivamente; comportamiento similar al obtenido en el presente estudio, donde
la exposicién de 5y 10 dias a 0.095 mgCd/L redujo el campo de crecimiento de C.

virginica a 5.8 cal/d y 57.17 cal/d.

En C. virginica los efectos toxicos ocasionados por los dos metales en las
diferentes respuestas fisioldgicas evaluadas e integradas en el balance energético
de los organismos se reflejaron, en Jultima instancia en dos aspectos
fundamentales: la sobrevivencia y el crecimiento potencial de los ostiones. La
reduccion en el campo de crecimiento por efecto del Cr se asocio principalmente
con el incremento en la energia canalizada al metabolismo, en tanto que en los
ostiones expuestos al Cd, el campo de crecimiento se relacioné directamente con
la limitacién energética del alimento ingerido y con la reduccion considerable en la
energia canalizada a la respiracion. No obstante el estrés téxico ocasionado por la
exposicion al Cr, expresado por la mortalidad de los organismos, no se reflejé de
manera evidente en el campo de crecimiento de los ostiones, en contraste con la
accion toxica del Cd, donde el desbalance energético se asocio con la mortalidad

observada.

4.2.4.4 FBC del Cr y Cd asociado a las integraciones simples y el

campo de crecimiento.

La incorporacion de los metales en los ejemplares de C. virginica tuvo una
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asociacion diferencias con las respuestas evaluadas. Después de 20 dias de
exposicion al Cr, tanto la acumulacion corporal, como el factor de bioconcentracion
(FBC), sugieren que el ostibn presenta una cierta capacidad de regulacion
metabdlica del metal, comportamiento relacionado con el papel esencial del Cr en
las proteinas de los organismos (Goyer, 1991).

Contrario a lo observado en C. virginica expuesta al Cr, el FBC del Cd en los
organismos, fue proporcional a la concentracion de Cd acumulada en el tejido
corporal y la especie se comportd6 como un acumulador neto, comportamiento
similar al descrito en diversas especies de bivalvos, como anteriormente se
menciond. Si bien, en C. virginica, el FBC del Cr no reflejé el incremento de las
concentraciones del metal en el medio, en el caso del Cd, FBC fue proporcional al
metal bioacumulado. No obstante, el FBC de ambos metales se correlacion6
negativamente con las tasas de ingestion y de asimilacion del alimento ingerido,
esta ultima, relacionada a su vez directamente con la tasa de filtracion. Este
comportamiento sugiere un compromiso fisiolégico por parte de los organismos, a
fin de reducir los niveles de incorporacion del metal, de manera similar al
comportamiento reportado en Macoma baltica expuesta al Cd (Duquesne et al.,
2004).

Por otro lado, la acumulacion y el FBC del Cr no se correlacion6 con el campo de
crecimiento de C. virginica expuesta al metal. En contraste, en los ostiones
expuestos al Cd, tanto la bioacumulacién, como el FBC del metal se
correlacionaron de manera negativa con el campo de crecimiento.

Los resultados obtenidos permiten suponer que C. virginica, especie que ha sido

ampliamente utilizada como biomonitora de los niveles de contaminantes, en
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ambientes lagunares estuarinos del Golfo de México, puede considerarse como
bioindicadora del nivel de Cd en el medio (no asi en el caso del Cr).

La ausencia de una correlacion entre el FBC del Cr respecto al campo de
crecimiento, o con alguno de los parametros que integran la ecuacion del balance
energeético, sugiere que la especie es capaz de regular los niveles internos a
expensas de un gasto metabdlico. En contraste, la correlacion negativa del FBC de
Cd con el campo de crecimiento y los parametros asociados al modelo, indica que
a pesar del esfuerzo metabdlico, los organismos no pudieron controlar la entrada

del metal.

4.2.4.5. Integracion general.

Los ostiones de la laguna de Mandinga utilizados en los bioensayos tuvieron
concentraciones de Cr y Cd similares a las de estudios previos. Es conveneiente
comentar que en el sedimento de la laguna existe una tendencia a aumentar la
concentracion de Cr y Cd. El nivel de Cr en sedimento de la laguna, se ha
incrementado de 7.43 ug/gPS promedio (Rosas et al.,, 1983) a 45.74 ng/gPS
(Botello, 1994). Concentraciones de 40 ugCr/gPS en sedimentos estuarinos, son
consideradas en el Reino Unido como un nivel de contaminacion apreciable
(Spencer, 2002). Los metales contenidos en el sedimento pueden tener un flujo
significativo hacia la columna de agua, mediado por la actividad microbiolégica y
asi permanecer como fuente de metales, aun después de que la incorporacién de
estos en el ambiente ha cesado. (Ford et al., 1998). La historia de la

contaminacion del sitio de colecta debe tomarse en cuenta cuando se evalua la
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sensibilidad de un organismo a determinado metal (Blackmore y Wang, 2002). Se
ha calculado que en C. virginica la minima acumulacion del Cr desde el
sedimento, con respecto al Cd, tiene una diferencia de tres 6érdenes de magnitud
(Thomann et al., 1995).

Un aspecto que no se tomd en cuenta en la evaluacién de las respuestas del
ostién, fue la preexposicion al Cd, la cual podria ser importante. Estudios
realizados con Perna viridis en la zona costera de Hong Kong, han demostrado
que existe una importante influencia de la concentracion y el tiempo de exposicion
previa al metal, sobre las respuestas fisioldgicas que presentan los organismos en
exposiciones posteriores, aun cuando se les someta a una depuracion intermedia.
La preexposicion a Cd, incrementa la eficiencia de asimilacion posterior al mismo
metal. Ademas, se ha demostrado que ostiones de la especie Crassostrea
rhizophorae no depuran de manera significativa al ser trasladados desde sitios
contaminados por metales, a sitios no contaminados en lagunas costeras
tropicales de Brasil (Rebougas et al., 2005). Las condiciones de preexposicion
pueden tener una influencia determinante en la resistencia de las poblaciones de
ostion de lagunas costeras como Mandinga a incrementos posteriores en los
niveles de contaminacion. La consideracion de la sensibilidad de las poblaciones
nativas permitiria establecer niveles adecuados para la proteccion ambiental en
estos cuerpos de agua.

Los danos asociados a la exposicion al Cd indicaron que la sensibilidad de las
poblaciones naturales del ostion C. virginica de Mandinga, es similar a la que
presenta la misma especie en latitudes mayores, en las cuales esta distribuida la

especie y en donde el clima es mas frio o templado. Las condiciones
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seleccionadas para llevar a cabo los bioensayos en la presente investigacion, no
son las que suelen utilizarse con la especie. La temperatura seleccionada (25 °C)
se considera elevada (de acuerdo al Dr. Davies, comunicacién personal). Sin
embargo, la temperatura del agua de la laguna frecuentemente es superior a los
30 °C. Estas condiciones implican la posibilidad de que los ostiones nativos se
encuentren mas vulnerables al efecto de toxicos en este ambiente acuatico. La
presente, es una de las primeras evaluaciones de las respuestas fisioldgicas de la
especie adaptada a condiciones tropicales. La temperatura, la salinidad y otros
parametros fisicoquimicos tienen un comportamiento particular en las lagunas
costeras tropicales, lo que afecta la dinamica de los metales. Por ejemplo, la
especiacion del Cr se rige por variables fisicoquimicas como la temperatura y la
salinidad (Wood et al., 1997) y la toxicidad de este metal depende de la especie
quimica. Los cambios en la concentracion de Cr en agua de diversas lagunas
costeras mexicanas podria estar relacionado con los niveles en el sedimento y los
parametros fisicoquimicos locales (Contreras, 1996) ademas, diferentes modelos
han demostrado que pueden obtenerse correlaciones aceptables de la
concentracion de metal en el sedimento y la biodisponibilidad a la biota acuatica
(Mountouris et al., 2002). La concentracion de los metales en el ostion, esta
gobernada principalmente por las condiciones ambientales geoquimicas locales
que determinan la especiacion del metal en aguas costeras, por su
biodisponibilidad y por procesos biologicos tales como la disponibilidad de
alimento (Roesijadi, 1996a). En la laguna de Mandinga, ademas de que la
temperatura es elevada, la salinidad fluctua entre 4.58 a 29.05 %o en promedio, el

oxigeno disuelto entre 1.73 y 4.22 mg/L y el pH entre 45 y 8.7 (Contreras y
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Castafieda, 1995). En algunos bivalvos (almejas), se ha comprobado que la
acumulacion del Cr esta influenciada por cambios en la salinidad (Adler-lvanbrook
y Breslin, 1999). En Mazatlan, México, la concentracién maxima de Cr, detectada
en Crassostrea cortesiensis (Hanley) , fue encontrada en agua tibia (29-31 °C) con
una salinidad relativamente reducida (26 %.) (Ruelas-Inzunza y Paez-Ozuna,
2000).

Algunos autores consideran que la acumulacion de metales en moluscos es
proporcional a la concentracion ambiental, independientemente de la especiacion
quimica (Simkiss et al., 1982). El incremento del Cr en tejido, proporcional a la
concentracion externa, es conocido en C. virginica desde 1969 (Simkiss et al.,
1982). Sin embargo en especies, como M. edulis, se ha demostrado que la
acumulacion es el resultado de la presencia de Cr®* en fase disuelta (Wang y
Fisher, 1999). Ademas, tanto la salinidad, como la temperatura influyen en las
respuestas fisioldgicas del ostion. Por ejemplo, C. virginica del Rio Patuxtent
expuesta a concentraciones de 0.08 + 0.03 mgCd/L, en agua de temperatura
relativamente elevada (35.3 °C) y salinidad relativamente baja (16 %), se
incorpord en promedio 45.4 + 4.3 ugCd/gPS (Abbe, et al., 2000). En el caso del
Cd, también la formacion de especies quimicas se relaciona con los parametros
fisicoquimicos. La formacion de complejos de Cd con Cl es comun en el agua de
mar, pero la forma soluble del Cd** se incrementa con la disminucién de la
salinidad (Sadiq, 1992), la cual en lagunas costeras tropicales varia mucho a lo
largo del afio. Senthilnathan y Balasubramanian (1998), consideran que las

concentraciones de Cd en C. madrasensis (Preston) estan correlacionadas con
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cambios ambientales como la estacion de monzén y Cheggour et al., (1999)
indicaron que el Cd en C. gigas se relaciona con diversos factores ecoldgicos.

La proteccion de las especies en el ambiente, frecuentemente se apoya en la
legislacion ambiental. Las concentraciones seleccionadas para los ensayos de
subletalidad se encuentran cercanas a los valores limite para descargas de aguas
residuales en cuerpos de agua naturales, en sitios donde realiza actividad
pesquera, de acuerdo con las normas mexicanas (DOF, 1997). Muchas veces se
interpreta la proteccion ecoldgica de una especie a través de criterios sanitarios,
desde una optica antropocéntrica, asumiendo que la concentracién aceptable para
el consumo humano implica que la especie no se encuentra en riesgo. La
exposicion a 0.080 mgCr/L generd un incremento en tejido de 11.60 pugCr/g. El
esfuerzo metabdlico fue evidente incluso en estos organismos. Avila-Pérez y
Zarazua-Ortega (1993), han indicado que ostiones de Canal de Chijol en
Veracruz, ya tienen 20 ugCr/gPS. Estudios recientes en Mandinga indican que se
han registrado 21 ugCr/gPS promedio durante un ciclo anual en ostion de la
laguna (Guzman-Amaya, 2004). Concentraciones de 17 ugCr/g estan en el limite
aceptable para que el ostidon sea consumido por el hombre (FDA, 1993).
Concentraciones de 22.40 ugCr/gPS, en tejido, generadas con la exposicion a
0.180 mgCr/L durante 20 dias, ya indicaban dificultades para compensar los
efectos del metal. De hecho, el Cr esta considerado como un radiotrazador inerte
para evaluar eficiencia de asimilacion en almejas por el radio "C: *'Cr (Wang y
Fisher,1999), pero los resultados obtenidos en C. virginica indican que el Cr

interfiere en el metabolismo. La conveniencia de utilizar al Cr como un
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radiotrazador inerte debe ser cuestionada. La regulacion metabdlica por si misma,
puede ser considerada como un disturbio del metabolismo normal, dado que la
estabilizacion interna de las concentraciones de metal, respecto al incremento en
la concentracion externa, requiere un mayor gasto energético (Amiard et al.,
1987), lo cual queda corroborado por nuestros resultados.

En paises como Estados Unidos, las normas dependen de multiples aspectos,
tales como el uso del agua, las ramificaciones sociales, las legales, las
economicas, la severidad de los limites permitidos, las determinaciones de
quimicos en el ambiente, la extrapolacion de bioensayos, el valor econémico de la
especie y la sensibilidad de la misma, (Wood, et al., 1997). De acuerdo con
Walker y Gobas (1999), es necesario relacionar la concentracion corporal con el
efecto, los protocolos sobre proteccion ambiental deberian incluir las
concentraciones internas, asi como las de exposicidén, asociadas al efecto toxico.
Sin embargo, en México, escasamente dependen del uso del agua. Los limites
estan establecidos con base en criterios internacionales, no en pruebas con
especies nativas mexicanas, ademas de apoyarse en las escasas investigaciones
sobre quimicos en el ambiente realizadas hasta ahora. De acuerdo con Lenwood
et al. (1998), una concentracion de 0.0233 mgCd/L en el agua salina de la bahia
de Chesapeake realmente ya representa riesgo ecoldgico para especies
bentdnicas entre las que se incluye a C. virginica. Nuestros resultados indican que
las normas mexicanas no protegen a las poblaciones nativas de ostion.

Ringwood et al. (1999) mencionan que la biota puede ser afectada por un
enriquecimiento de bajo nivel con multiples contaminantes que actuan en

combinacién y que los efectos crénicos pueden amenazar el éxito o

156



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Discusioén

sustentabilidad de las poblaciones de C. virginica. El incremento de contaminantes
hace susceptible a C. virginica a infecciones de manera dosis dependiente (Chu y
Hale, 1994). Algunos contaminantes como en Cd estan disminuyendo en el Golfo
de México, en la zona costera de Estados Unidos (Kim et al., 1999), pero en las
costas de México parecen estar aumentando.

Los bivalvos dominan la macrofauna en muchos sistemas estuarinos, su papel
ecoldgico es crucial para analizar la productividad y el flujo de energia en esas
areas (Griffith y Griffith, 1987). Es importante evaluar los efectos cronicos con una
base energética de los taxa significativos ecoldégicamente. Considerar solo a las
especies “mas sensibles” no necesariamente implica la proteccion a la mayoria de
las especies, los taxa residentes son los expuestos y apropiadamente sensibles
(Chapman, 2002). Versteeg et al. (1999) sugirieron que los estudios cronicos
generados con una especie pueden utilizarse para establecer concentraciones de
proteccion de ecosistemas para efectos globales.

La importancia de los organismos filtradores como centinelas y el estudio de los
efectos de diferentes substancias, son basicos en la evaluacion del estado que
guardan los sistemas acuaticos en relacion a la creciente contaminacion. Los
organismos filtradores provenientes de un sistema, que nacieron y crecieron en el
mismo, como es el caso de C. virginica proveniente de la laguna de Mandinga,
aportan informacién basica sobre la resistencia que puede tener este sistema al
impacto de los contaminantes. Para ello, la informacion generada debera
vincularse con los estudios descriptivos del sistema, y con el estudio de la
distribucion y abundancia de la especie, asi como de otras especies vinculadas a

esta. La tasa de filtracion tiene significado ecoldgico porque se relaciona con la
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eliminacion del detritus del agua. EI numero de organismos filtradores y su
comportamiento son un indicador de la salud de sistemas acuaticos. La mayoria
de los bivalvos tiene una anatomia basicamente similar desde el punto de vista
estructural y funcional. La actividad filtradora permite registrar la acumulacion y el
uso del tejido de la branquia. En almeja, concentraciones de Cd de 0.2 mgCd/L
(como utilizadas en este estudio, modifican suave pero evidentemente la actividad
del sifon (Salanki et al., 1991). Especies como C. gigas, han sido utilizadas como
filtro bioldgico para disminuir el contenido de fitoplanton de ambientes coralinos,
donde se han incrementado los nutrientes (Shpigel y Blaylock, 1991). De ahi la
importancia de estudiar los efectos en la tasa de filtracion. Por otro lado, la
informacién relativa a respuestas integrales como el campo de crecimiento, es
relevante desde el punto de vista ecoldgico porque al caracterizar los efectos en
crecimiento y el gasto de energia, se puede determinar si la distribucion y
abundancia del organismo en el ecosistema podrian verse afectados. La medicién
del estrés fisioldgico puede ser util porque puede verse afectado el balance
energético de la comunidad (Espina y Vanegas, 1996 b).

Las técnicas para evaluar efectos letales y subletales son reconocidas y estan
muy avanzadas en otros paises. La FAO ha publicado manuales de técnicas cuya
finalidad es difundir diferentes formas de acercamiento a este tipo de evaluacion
(FAO, 1981 ay 1981 b). El PNUMA indica que los moluscos bivalvos son utiles en
estudios ecotoxicologicos por su capacidad de acumulacion.

Finalmente, debido a que C. virginica tiene interés comercial en México, los
resultados obtenidos son de importancia adicional por sus implicaciones en un

recurso de explotacién local y nacional. Asimismo el campo de crecimiento puede
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tener relevancia econémica, ya que indica si la especie puede ser explotada como
un recurso en condiciones que garanticen la obtencion de un producto de calidad.
La presente investigacion constituye una propuesta nueva de evaluacion de riesgo
para la especie, que recaba la informacién a partir de la evaluacion integral de
biomarcadores multiples y describe los mecanismos de accién tdoxica en funcion
de la bioacumulacién, estableciendo a la vez la relevancia de la integracion y la
relacion de las respuestas bioldgicas evaluadas considerando diferentes niveles
de organizacion bioldgica.

Es necesario efectuar estudios a diferentes niveles de organizacion biologica en
funcion de las concentraciones del medio y la acumulacion corporal. Esta
investigacion aporta elementos que proporcionan informacion soélida para la
protecciéon de C. virginica y es recomendable que en otras especies de los
ecosistemas acuaticos mexicanos se consideren, para la propuesta de una
normatividad ambiental tendiente a la regulacién de emisiones en niveles seguros

para los ambientes del pais.
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5. CONCLUSIONES.
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Las pruebas de letalidad en C. virginica como resultado de la exposicién a Cry Cd
corroboraron la mayor toxicidad del Cd. La ClLso16s h del Cr fue de 11.09 mg/L,
mientras que la CLso.72 nh del Cd fue de 24.87 mg/L. Los efectos del Cd fueron
evidentes desde antes de las 96 h. Los efectos del Cr estuvieron diferidos, pero
también fueron letales.

La CLCso.16s n de Cr de 560.98 ug/gPS, indicé una acumulacion de este metal, que
alcanzé hasta 1,200 ugCr/gPS. La acumulacién de Cr tejido no se relacion6 de
una manera clara a la mortalidad, pero las altas concentraciones en tejido y la
pérdida de peso apuntaron a un esfuerzo metabdlico relacionado con el control de
las concentraciones en el interior del animal. La CLCso.163 h Y €l FBC sefialan que
C. virginica no es un acumulador neto de Cr.

En contraste, la CLCsp.72 h del Cd de 502.25 ug/gPS del Cd y el FBC permitieron
considerar al ostion C. virginica como acumulador neto de Cd. Las
concentraciones corporales se ajustan al planteamiento de Borgmann (2000), en
el sentido de que las concentraciones del metal en el tejido pueden usarse como
indicadoras de dafio por exposicion al involucrar la biodisponibilidad del toxico. La
sensibilidad del ostion procedente de Mandinga al Cd fue similar a la descrita en la
especie C. virginica en otros estudios, a pesar de que los organismos sometidos a
las pruebas se desarrollan en condiciones tropicales. La CLCsy podria representar
una herramienta 0til en la evaluacion de los efectos del Cd en poblaciones nativas
de ostion.

En la exposicion letal al Cry al Cd, los parametros morfométricos auxiliaron en la

interpretacion del dafio generado, siendo la pérdida de peso total, hUmedo y seco,
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el deterioro mas evidente en la exposicion al Cd. En contraste, el efecto toxico de
la exposicién a Cr solo se evidencié en el peso himedo y seco. El indice de
condicién (IC), indicador de uso muy frecuente, no fue adecuado para evidenciar
el deterioro, ya que no mostré disminucion significativa por exposicion a los
metales. Ademas, en la prueba de efectos letales con Cd, el IC no pudo ser
determinado debido a que los organismos no cerraban las valvas completamente y
el liquido intervalvas se perdié. El incompleto cierre de valvas es un efecto de la
exposicion a Cd en concentraciones elevadas.

Las concentraciones seleccionadas para las pruebas de subletalidad, ligeramente
superiores a las detectadas en la laguna de Mandinga, y generaron respuestas de
estrés fisioldégico en la exposicion a ambos metales manifestadas desde las 6 h
por la exposicion al Cr, a través de la induccion de metalotioneinas en glandula
digestiva (hasta 251.0 pg/g) y musculo abductor (hasta 182.5 ug/g). La correlacion
negativa entre los niveles de metalotioneinas y el FBC apuntan a un esfuerzo
metabdlico para controlar la concentracion interna del metal. Si bien la induccién
de metalotioneinas por exposicion a Cd no fue estadisticamente diferente de los
controles debido a la amplia dispersion de los datos, se presentaron variaciones
significativas en el tiempo, alcanzandose niveles de 810.1 ug/g en tejido de
glandula digestiva, sugiriendo que la induccién de metalotioneinas es mayor por
exposicion Cd. La correlacién directa con el FBC indica la incapacidad del
organismo para controlar los niveles de Cd acumulados.

El dafio peroxidativo derivado de la exposicidon a los metales se present6é a las 6 h

de exposicion en ostiones expuestos a Cd, mientras que los expuestos a Cr
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manifestaron el dafio hasta las 72 h. La induccién de metalotioneinas a las 6 h y
de dafio peroxidativo a las 72 h en ostiones expuestos a Cr, implican que las
primeras actlan como un mecanismo protector, y el estrés oxidativo puede
atribuirse a la generacion de radicales libre por el exceso de Cr. Confrontando la
respuesta en ostiones expuestos al Cr, con el hecho de que el dafio peroxidativo
en ostiones expuestos a Cd se presentd a las 6 h, la respuesta apunta a la
posibilidad de que la induccion de metalotioneinas por exposiciéon a Cd se podria
haber presentado antes de las 6 h.

En la fase de evaluacion de respuestas fisioldgicas, que duré 20 dias, la relaciéon
O:N como indicador de estrés metabdlico, manifestd el efecto de la exposicién a
ambos metales, ya que, mientras los organismos control mostraron valores
atribuibles a un catabolismo equilibrado de proteinas y lipidos, con promedio de
40; los expuestos a los metales indicaron un dafio proporcional a la concentracion
de exposicion. En la concentraciéon mas elevada de Cr, 0.180 mgCir/L, la relacion
O:N fue de 0.7 al décimo dia de iniciados los bioensayos. Este valor se asocia al
consumo de las proteinas propias del animal. Por otro lado, los expuestos a 0.080
mgCr/L mostraron una relacion O:N de 223.5, el dia 19, que indica que el
organismo consumia sus reservas. La evaluacion de la respiracibn como
respuesta aislada, no demostrd el efecto del Cr. La variacién en la relacion O:N,
principalmente se atribuyd a la excrecion nitrogenada que manifesté el efecto de
exposicion a 0.180 mgCr/L, el dia 10, en el cual se registrd 0.14 mg N-AT/h/gPS,
superando a los controles y a los expuestos a Cd. En el caso de la exposicion a
Cd, la relacién O:N indicé un severo estrés metabdlico, resultante de la exposicion

, con valores muy bajos, de 2.3, con consumo de las proteinas propias del animal,
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desde el tercer dia de exposicién a 0.170 mgCd/L. Sin embargo, el consumo de
oxigeno de los ostiones expuestos al Cd presenté variaciones en los dias
evaluados, con un fuerte consumo el dia 5, en organismos expuestos a 0.170
mgCd/L y los efectos estuvieron diferidos hasta el dia 14 en los expuestos a 0.095
mgCd/L, dia en que el consumo alcanz6 1.41 mg/h/gPS, mientras que ese dia 14,
la relacién O:N fue de 227.7. Asi, el estrés metabdlico manifestado por la relacion
O:N fue dependiente del metal y la concentracion, presentandose primero en el Cd
(metal sin fun cién biolégica conocida) y después en el Cr (metal esencial), a pesar
de no manifestarse un consumo de oxigeno muy elevado, los resultados implican
un esfuerzo metabdlico con un incremento en el consumo de oxigeno y
posteriormente con el consumo de las proteinas propias del animal.

La tasa de filtracion aparentemente no fue afectada por la exposicion al Cr, sin
embargo, la presencia de casos extremos en el grupo control, evidencié que el
13% de los valores determinados correspondieron a tasas altas de filtracion
(mayores a 4 L/h), tasas que fueron menos frecuentes en los organismos
expuestos al Cr, que se determinaron, a pesar de que el consumo de alimento fue
similar en todos los dispositivos experimentales, con excepcion del dia 17 en
organismos expuestos a 0.180 mgCr/L, cuyo consumo fue superior al de controles.
Las tasas altas de filtracion generaron las diferencias entre controles y expuestos
a Cd. La ausencia de tasas altas de filtracion en los organismos expuestos a este
metal es indicativa de un estrés fisioldgico, ya que las tasas bajas de filtracion
(menores a 2 L/h) fueron similares en el grupo de organismos control y los
expuestos a los dos metales. Por otro lado, los valores bajos en el consumo de

alimento y la tasa de filtracion de estos organismos derivdé en una ingestion del
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alimento significativamente baja. La asimilacion del alimento y eficiencia de
asimilacién como indicadores del efecto de ambos metales, proporcionaron una
informacion limitada sobre el efecto del Cr. Si bien no se demostraron diferencias
significativas entre los controles y los organismos expuestos al Cr en la ingestion
del alimento, el comportamiento caldrico de las heces producidas por estos
organismos indica que no hubo un aprovechamiento adecuado del alimento, lo
que podria explicar la importante pérdida de peso en estos organismos. En el caso
de la exposicion a Cd, tanto la asimilacién, como la eficiencia de asimilacion
mostraron irregularidad, registrandose 41% de eficiencia (148.6 cal/d), en
organismos expuestos a 0.095 mgCd/L, respecto a los controles, con 76% (286.4
cal/d), mientras que los expuestos a 0.170 mgCd/L presentaron valores tan bajos
como 19% (26.6 cal/d). Los ostiones expuestos a Cd, que duraron menos en
exposicion, mostraron este efecto de manera menos evidente y la disminucion de
peso no fue marcada.

Las modificaciones de estos indicadores de estrés fisioldgico (relacion O:N, tasa
de filtracion, asimilacion del alimento y eficiencia de asimilacion), implican mayores
requerimientos energeéticos, que podrian asociarse al gasto ejercido para el
mantenimiento de la tasa basal. Estos requerimientos en organismos control,
disminuyd a lo largo de los 20 dias que duraron los bioensayos y concidié con la
paulatina disminucién en el consumo de alimento y la produccién menor también,
de heces. Los ostiones expuestos a 0.080 mgCr/L tuvieron mayor gasto
metabdlico, a pesar de alimentarse bien, tener respiracion comparable a los
controles y produccion de heces similar en peso, pero de mayor valor calérico. En

la concentracion superior de este metal (0.180 mgCir/L), los organismos mostraron
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menor gasto en el mantenimiento del metabolismo basal el dia 10, pero tuvieron
una fuerte excrecion nitrogenada ese dia. A pesar de que la tasa metabdlica basal
no mostré un gasto proporcional a la concentracion de Cr, el dafio ya era evidente
en esta concentracion y la pérdida de peso de estos organismos, podria asociarse
al esfuerzo metabdlico. En la exposicion a Cd los ostiones colocados en 0.170
mgCd/L tuvieron un fuerte gasto en el mantenimiento de su metabolismo basal
desde los primeros dias evaluados. El dia 5, fue de 3.55 cal/h, el dia 10 fue 3.48
cal/h. Los expuestos a 0.095 mgCd/L también gastaron mas que los controles el
dia 5 (2.64 cal/h). En este caso el gasto en el mantenimiento del metabolismo
basal fue proporcional a la concentracion el dia 5. El gasto de energia mayor a los
controles en el mantenimiento de la tasa basal de los organismos expuestos, tanto
al Cr como al Cd, siempre antecedieron a la mortalidad registrada en estos
bioensayos, cual se registrd de uno a tres dias después del registro de estas tasas
elevadas en ambos metales.

La interpretacion de todas las respuestas fisioldgicas en el campo de crecimiento,
ubicaria a los controles y expuestos a Cr, en tolerancia metabolica. Si bien los
gastos energéticos de los controles fueron comparables a otros estudios
realizados con C. virginica, y la respuesta aislada del consumo de oxigeno no
mostro diferencias con los ostiones expuestos al Cr, en estos se redujo la energia
destinada al crecimiento potencial de estos organismos en el plazo comprendido
entre el dia 10 y el 15. Esto se debidé a una pérdida constante de energia en heces
fecales y excrecion nitrogenada, asi como a un incremento en la energia derivada
al consumo respiratorio. El efecto del Cd en el campo de crecimiento fue

considerable. Los organismos expuestos a 0.095 mgCd/L, se encontraban en
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condiciones de estrés metabdlico severo desde el dia 5, y los valores se asociaron
a la racibn de mantenimiento, producto de la reduccibn en el consumo y
asimilacion del alimento. Estos animales no contaban con energia disponible para
crecimiento. Los ostiones expuestos a 0.170 mgCd/L, ya se encontraban en
condiciones de resistencia metabdlica, con una ingestion minima del alimento
desde el dia 5, y la energia gastada ya no podia ser compensada.

La relacion de las respuestas fisiologicas y metabdlicas con la acumulacion de los
metales indicaron que el FBC en la exposicion a Cr se mantuvo bajo, a expensas
de un incremento en la ingestion y mayor asimilacion del mismo, siendo la
asimilacion proporcional a la tasa de filtracion, a pesar de que estos pardmetros no
mostraron diferencias estadisticas con los controles. EI FBC de Cr no se asocio a
ninguno de los parametros del campo de crecimiento.

El FBC tuvo relacion directa con el Cd acumulado en el tejido del ostion, a la vez
con la disminucion en la tasa de filtracion y la asimilacion de alimento, parametros
que estuvieron directamente relacionados entre si. Si bien no hubo diferencias en
el peso de los organismos respecto a los controles, los ostiones expuestos a 0.170
mgCd/L tuvieron un peso menor al esperado y este peso fue proporcional al
consumo de células. El FBC de Cd tuvo valores altos asociados a un mayor gasto
respiratorio, excrecion nitrogenada y pérdida cal6rica por heces, mientras que
también se asocié a la menor ingestion y finalmente al menor campo de
crecimiento.

La mayor y mas répida toxicidad del Cd, respecto al Cr en C. virginica implica que
la especie tiene una capacidad de regulacion de los niveles internos de Cr, a

expensas de un gasto energético considerable y que los efectos derivados de la
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exposicion a 0.080 mgCr/L, que practicamente representa los niveles detectados
en Mandinga, también se asocid6 a modificaciones en los parametros
mencionados, si bien estas fueron menores, o estuvieron diferidas. Aunque los
resultados no pueden ser extrapolados, los niveles actuales de Cr en Mandinga
podrian representar un riesgo si se presentan factores estresantes adicionales. La
exposicion a 0.080 mgCr/L gener6 una acumulacion de 11.60 ugCr/g y en
exposicion a 0.180 mgCr/L, se acumularon 22.40 ugCr/g. Las normas de consumo
consideran aceptable una concentracién en ostion de 17 mgCr/g. Los resultados
indican que ambas concentraciones generan un estrés fisioldgico en esta especie.
La respuesta de C. virginica de Mandinga a la exposicion a Cd, fue muy evidente
en el indicador bioguimico de exposicién (metalotioneinas) y rapida en el se efecto
(estrés oxidativo), ya que se presentd a las 6 h de exposiciéon. Las respuestas
fisiolégicas se manifestaron que desde el tercer dia de exposicion, los organismos
no consumian el alimento y ya consumian sus propias proteinas en la
concentracion 0.170 mgCd/L. En esta concentracion la mayor parte de los
indicadores fisioldgicos hicieron evidente el efecto el dia 5 y en la concentracién
de 0.095 mgCd/L, los efectos se vieron entre el dia 10 y el 14. Los organismos
mostraron un fuerte gasto energético en el mantenimiento de su tasa basal, que
precedid a la mortalidad registrada en los lotes. EI campo de crecimiento
disminuyd en organismos expuestos al Cd, como consecuencia de una
disminucion en la ingestion de alimento aunada a un incremento en el consumo
respiratorio y la excrecion nitrogenada y por heces. El campo de crecimiento en la

concentracion 0.095 mgCd/L indica ausencia de energia disponible para el
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crecimiento, y en la concentracion 0.170 mgCd/L indica que el organismo se
encontraba en resistencia metabodlica desde el dia 5. Con los niveles de Cd
detectados actualmente en la laguna de Mandinga, las variaciones ambientales
que generan estrés metabdlico pueden hacer vulnerable a la especie, asi como las
variaciones que hagan biodisponibles a los metales ya acumulados.

La evaluacion de efectos en diferentes niveles de organizacion bioldgica son
necesarios, ya que la deteccion del dafio temprano a través de indicadores
bioguimicos no es suficiente para indicar el riesgo que corre una especie por
exposicion a toxicos. Las respuestas fisioldgicas que conectan el nivel celular con
el individual se manifiestan posteriormente, pero permiten evidenciar
modificaciones de funciones relacionadas con las condiciones de los organismos,
muchas de las cuales definen su papel ecolégico. Esta informacion es necesaria
para hacer propuestas de manejo ambiental realista y representan puntos clave a
observar en los ecosistemas. Para que estas medidas pudieran ejercerse, es
necesaria la articulacion de sectores vinculados con el uso y explotacion de los

recursos naturales, incluyendo los biologicos.
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7.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES ADECUADAS DE
MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

PREVIAS A LOS BIOENSAYOS.

Para desarrollar adecuadamente los bioensayos fue necesario realizar pruebas del
sistema de mantenimiento de los organismos en condiciones de laboratorio, de su
alimentacién, y también se establecio el periodo adecuado durante el cual, los ostiones
debian permanecer en el sistema antes de la experimentacion. Estas pruebas
permitirian que los organismos se mantuvieran en condiciones oOptimas, y que el
periodo fuera suficientemente largo para que ya no presentaran estrés derivado de la
colecta.

Se probo el sistema de alimentacion con Spirulina spp. y Tetraselmis suecica (Kylin),
bajo las mismas condiciones que se utilizaron en las fases experimentales (salinidad 22
%0, 25 °C y aireacion, constante).

Los organismos colectados en octubre de 1996 fueron colocados en un acuario de 200
L (Fig. A.1) y se alimentaron con Spirulina spp. Se observé durante el periodo mas
largo posible su sobrevivencia, y adaptacion al laboratorio para determinar el tiempo
adecuado de mantenimiento previo a los bioensayos.

Los colectados en mayo de 1997 fueron colocados en el sistema definitivo de 600 L y
se realizaron las pruebas de alimentacion con Tetraselmis suecica. En este caso se
escalo el cultivo en el mes de marzo de 1997 y simultaneamente se probaron las
técnicas para el conteo de células. Se utiliz6 espectrofometria de luz elaborando la

curva patrén con células vivas y congeladas, y también hemocitbmetro con células
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congeladas. Los conteos fueron realizados por tres personas, con tres réplicas,
utilizando diferentes métodos para colocar la muestras en el hemocitometro. Los
organismos fueron alimentados por una hora, durante la cual se suspendia la aireacion,
reanudandola posteriormente.

Los resultados de esta pruebas fueron los siguientes. En la primera colecta, 50 ostiones
se colocaron en el sistema de 200 L, el cual result6 no ser adecuado para el
mantenimiento de los organismos, ya que contaba con un filtro biolégico que requeria
atencién. Sin embargo, gracias a esta fase, se disefi¢ el sistema de mantenimiento de

600 L. Esta primera prueba dur6 60 dias.

Figura A.1. Primer sistema de mantenimiento de ostiones de 200 L con aireacion
continuay filtro biolégico de arena.

Dentro de los primeros 10 dias, se registr6 10% de mortalidad. Aunque la mortalidad
siguié incrementandose, se estableci6 una meseta con el 88% de sobrevivientes
durante 25 dias mas. Posteriormente, la mortalidad se increment6 paulatinamente, y se
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estableci6 una nueva meseta con el 74% de sobrevivientes hasta los 50 dias.
Unicamente el 44% de los organismos llegé al final del periodo de prueba (Fig. A.2).
Esta prueba permitié establecer que un periodo de mantenimiento de entre 10 y 28 dias

era adecuado antes de someter a los organismos a la experimentacion.
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Figura. A.2. Sobrevivencia del ostion durante las pruebas de mantenimiento en el
sistema de 200 L.

En las pruebas de conteo de células, el analisis de varianza indic6 que hubo diferencias
significativas entre los conteos llevados a cabo por diferentes métodos (F = 4.32, P <
0.01), independientemente de la persona que realizara el conteo (Fig. A.3). Las
pruebas de conteo de células permitieron definir que el método mas adecuado era por
hemocitdmetro, colocando 0.2 mL de la muestra directamente en este y posteriormente
el cubreobjeto. Se elimind el analisis por espectrofotometo de luz, ya que este requeria
de conteos por hemocitdmetro para la elaboracién de curva patréon en cada ocasion y

no era conveniente fijar de las muestras porque esto modificaba el volumen final y por
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lo tanto el conteo. Se establecié ademas que era indispensable realizar el conteo el

mismo dia que se obtuvieran las muestras.

350 +
300 +
250 +
200 +
150 +

100 + } t

X1 X2 12 12P I2E F3 13

X, I, F, persona que realizé el conteo; 1, 2, 3, réplica analizada; P, E, conteo colocando la muestra con
capilar y por encima del cubreobjetos; * Diferencias significativas

Figura. A.3. Conteo de células de T. suecica por hemocitémetro, llevados a cabo
por diferentes personas (promedio £ DE).

Las pruebas de alimentacién permitieron comprobar que un intervalo de una hora, era
suficiente para incorporar el nimero de células necesario para el mantenimiento de los
ostiones. Este periodo aseguraba la obtencion de heces bien conformadas y no de
pseudoheces, las cuales son dificiles de colectar, y podrian dificultar, y a la vez
enmascarar, los resultados relacionados con las respuestas fisiologicas. Se observo
qgue, con una concentracion mayor de 25,000 cel/L, los organismos producian
pseudoheces, identificables por el color verdoso y la escasa consistencia. Se concluyo
que la concentracién recomendada por Castrejon et al. (1994), de 10,000 cel/L, era

adecuada para los organismos.
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7.2 ASPECTOS METODOLOGICOS COMUNES

A TODAS LAS FASES.

Lavado de material.

La cristaleria y acuarios, asi como el material de diseccioén y recipientes para muestras
fueron lavados de acuerdo al método indicado por APHA (1995), con detergente libre
de fosfatos (Extran), agua, acido nitrico 5% y agua destilada (dos veces). Antes de
cada ensayo se enjuagaron con el agua de la prueba. Después del bioensayo, fueron

enjuagados con acido, agua, detergente, cloro, agua y agua destilada.

Manejo de desechos.

El agua utilizada en los ensayos fue desechada de la siguiente manera. En las pruebas

de letalidad, en las cuales se utilizaron las concentraciones mas altas de metales, se
utilizé sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2'6HZO, para reducir al cromo de Cr*® a

Cr*® (Metcalf y Eddy, 1991; Pawlisz et al., 1997) y para precipitar el cadmio (Kemmer y

McCallion, 1989), se utiliz6 bicarbonato de sodio (NaHC03). En ambos se aplico una

proporcion de 1 g por cada 10 L de agua. Se decantd el sobrenadante a drenaje con
dilucién y el precipitado se dispuso a través del Manejo de Desechos Téxicos de la
UAMI. En las pruebas de subletalidad, el agua residual fue desechada por el drenaje
previa dilucion 1:5 por lo menos, ya que las concentraciones utilizadas se encuentran

en el limite, o son inferiores, a las permitidas en la legislacion para desechos de tipo
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industrial a cuerpos receptores.

Digestion de tejido de ostion previo a la lectura de metales.

La secuencia de ajuste definitiva para adecuarlo al horno CEM-MDS-81D, fue la
siguiente: se molieron las muestras ya secas en morteros. Se adicionaron 5 mL de
acido nitrico y 5 mL de agua desionizada. Se dejaron 5 min en campana de extraccion y
se taparon los vasos. Se llevaron a cabo dos digestiones, la primera se fijé con 5 min a
60 % de potencia, 7 min a 80 %, 2 min de reposo, 7 min a 80 %. Se enfriaron los vasos,
se destaparon en campana de extraccion 5 min. Se adicioné6 1 mL de perdxido de
hidrégeno. La segunda digestién se llevo a cabo por 10 min a 80 % de potencia. Se
enfriaron los vasos. En caso necesario las muestras fueron filtradas por filtro rapido
Whatman. El aforo se realiz6 a 25 mL y se hicieron diluciones posteriores solo en caso

necesario.

7.3 ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE LOS METALES

EN EL AGUA DE LAS PRUEBAS.

Fase de evaluacion de efectos letales.

Las concentraciones de Cr y Cd detectadas en el agua y las colocadas para los
bioensayos de efectos agudos se presentan en la Fig. A.4. Se observo precipitacion en
las concentraciones mas altas en ambos metales. La forma utilizada de Cd para los
bioensayos fue CdCly, que en concentraciones altas podria implicar una modificacion

de la clorinidad. Como ya se describid, la salinidad de los acuarios tuvo un incremento
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de 22.2 a 23.8 %.. Si bien, este no se considero de relevancia biologica, ya que los
niveles se recuperaron en las siguientes 24 horas y posteriormente se mantuvieron
constantes. Bedsworth y Sedlak (1998), indican que el Cd es mas soluble en aguas con

salinidad de 10 %0 y disminuye a salinidades por encima o por debajo de esta. En

salinidades altas el Cd puede formar complejos, con fuertes ligandos, entre otros, -CIt,

-Clp , y -Cl3. Bedsworth y Sedlak (1998), indican que no existen suficientes estudios

como para modelar la toxicidad asociada a ciertas formas de especiacion, pero ciertos
complejos cloro-metélicos pueden ser mas téxicos que el Cd por si solo y las formas de
especiacion si influyen en la mortalidad. La acumulacién de metales en moluscos, sin
embargo, se considera proporcional a la concentracion ambiental, independientemente

de la especiacion quimica, (Simkiss et al., 1982).

60 gmg/L)
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40
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10 - 5>

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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______ (E:gperado cr

Figura. A.4. Concentraciones de Cr y Cd (mg/L) en agua determinadas en la fase
letal.

Por otro lado, ademas de la precipitaciéon del Cd, la salinidad del agua generd una
interferencia de matriz, dando lugar a lecturas negativas en controles. En el “Método
para determinacion de substancias quimicas en ambientes marinos y estuarinos

EPA/600/R-97-072 SEP 97" (Creed y Martin, 1997), indican que la absorbancia
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apreciable por espectro de absorcion atomica disminuye en algunos metales en funcion

de la salinidad. Los datos proporcionados por EPA para la disminucién de la

absorbancia en el caso del Cd, se ajustan a la ecuacion: y = 92(0.97266)X. La salinidad
de 22.2%, utilizada durante los bioensayos, implica que la absorbancia leida pudo ser el
77.2%, respecto a la lectura que podria determinarse en agua dulce con la misma
concentracion del metal. Debido esto, se realizaron los ajustes necesarios en las
lecturas. Las modificaciones implicaron, en términos generales, menos del 10% de
diferencia, comparando con la concentracion determinada automaticamente por el
aparato.

La precipitacion también se observdé en el caso del cromo, esta sin embargo, no
presentd diferencias tan marcadas. Creed y Martin (1997), no indican alteraciones en
las lecturas de agua marina con cromo. Debido a lo anterior, la cantidad del metal a la
que los organismos fueron expuestos en altas concentraciones pudo no ser constante,
de manera que se eliminaron los datos correspondientes a los dispositivos que
presentaron mayor problema, que fueron los de concentraciones mas altas, en las que

ademas, la desviacion estandar también fue mayor (tabla A.1).

Tabla A.1. Concentraciones registradas de Cr y Cd (mg/L) en agua, durante los
bioensayos para evaluar respuestas letales (promedio + DE).

Concentracién colocada (mg/L) Cromo (mg/L) Cadmio (mg/L)
0.00 0.00 0.05 + 0.04
5.00 3.52+ 0.82 5.75+ 0.06
10.00 8.26 + 3.06 13.05+3.41
20.00 21.48 +2.28 18.85 + 3.86
30.00 23.69 £ 9.89* 30.50 + 13.60
40.00 25.2+1.09 26.75 £ 11.22*
50.00 35.2+1.70 16.13 + 6.00*

* Concentracion eliminada del analisis
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Fueron eliminados los resultados de las concentraciones colocadas: 40 mgCd/L y 50

mgCd/l, asi como 30 mgCir/L.

Fase de evaluacién de efectos subletales, pruebas bioquimicas.

Las lecturas de Cd presentaron algunas interferencias de matriz que generaron valores
negativos. Estas fueron eliminadas; las restantes, sobre todo en los acuarios control
derivaron en valores promedio de Cd elevados (Fig. A.5), aunque con bajas
desviaciones estandar (tabla A.2). No fue posible demostrar si las interferencias de
matriz tuvieron relacion con la alteracion de la salinidad, que a su vez fue consecuencia
de una variacién de temperatura. La interpretacion de las concentraciones de Cd en los
acuarios control fue mas dificil, debido a que las lecturas se encontraban muy cerca del
limite de deteccion del aparato. A pesar de las interferencias, las concentraciones de
Cd fueron muy cercanas a las esperadas, tanto en las lecturas iniciales, como en las
finales. En esta fase también hubo cierta precipitacién en la concentracion Cr2, sobre
todo en la segunda prueba. En contraste, los acuarios control tuvieron valores promedio
bajos, de 0.019 mgCr/L. Las concentraciones en el agua fueron similares a las
esperadas en las dos pruebas realizadas (P > 0.20 por prueba de t). Las
concentraciones iniciales y finales de los dos ensayos se consideraron iguales, (t de
student, P >0.2), para ambos metales (tabla A.2). Por lo anterior, para la interpretacion
de resultados de las pruebas bioquimicas, las concentraciones representaron los
promedios, quedando: Crl = 0.090 mgr/L, Cr2 = 0.144 mg/L, Cd1 = 0.110 mg/L y Cd2 =

0.210 mg/L; (Fig. A.6).
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Figura. A.5. Metales en el agua (mg/L) de los acuarios de los dos bioensayos
para pruebas bioquimicas.

Tabla A.2. Concentraciones de Cr y Cd (mg/L) registradas en el agua en los dos
bioensayos para evaluar respuestas bioquimicas (promedio + DE).

Concentracion | Metal colocado (mg/L) | Ensayo | (mg/L) | Ensayo Il (mg/L) | Promedio (mg/L)
Control 0.000 0.019 0.022 0.021 +£0.02
Crl 0.100 0.097 0.078 0.088 £ 0.012
Cr2 0.200 0.166 0.122 0.144 + 0.028
Control 0.000 0.046 0.057 0.052 £ 0.005
Cd1 0.100 0.106 0.114 0.110 + 0.028
Cd2 0.200 0.191 0.232 0.211+ 0.053
(mglL)

0.25 -
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0.1

0.05 1

Control Concentracion 1 Concentracion 2
(mgCr/L)

esperado ------- (mgCd/L)

Figura. A.6. Concentraciones de Cr y Cd (mg/L) en agua, consideradas para la
interpretacion de las respuestas bioquimicas.

197



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica

Anexos

Fase de evaluacion de efectos subletales, pruebas fisiolégicas.

La precipitacion de los metales fue minima (Fig. A.7). El Andlisis Exploratorio indicé que

las determinaciones fueron confiables.

Algunas

lecturas de Cd presentaron

interferencias de matriz, pero no se presento correlacion entre las variaciones de la

salinidad y la concentracion del metal. Estos datos fueron eliminados y los resultados

se interpretaron con los promedios (tabla A.3).
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Figura. A.7. Concentraciones de Cr y Cd (mg/L) en agua durante la evaluacion de
efectos fisioldgicos.

Tabla A.3. Concentraciones de los metales (mg/L) en el agua, al inicio y al final de
los bioensayos para evaluar respuestas fisioldégicas (promedio + DE).

Concentracién | Metal colocado (mg/L) | Inicial (mg/L) Final (mg/L) | Promedio (mg/L)
Control 0.000 0.018 £ 0.018 | 0.019 + 0.006 0.018 + 0.006
Crl 0.100 0.092 £ 0.035 | 0.068 +0.026 0.080 + 0.031
Cr2 0.200 0.207 £ 0.036 | 0.156 + 0.042 0.180 + 0.039
Control 0.000 0.040 £ 0.020 | 0.008 +0.019 0.024 £ 0.019
Cd1 0.100 0.089 +£0.056 | 0.117 +0.043 0.095 + 0.050
Cd2 0.200 0.171£0.066 | 0.136 +0.042 0.170 + 0.054
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7.4 ANALISIS EXPLORATORIO DE DATOS

Fase de mantenimiento.

La mayor parte de los datos de parametros fisicoquimicos registrados durante las fases
de mantenimiento, fueron normales y aditivos (tabla A.4), sin embargo, en pocas

ocasiones fueron independientes, y las varianzas se consideraron heterogéneas.

Tabla A.4. Andlisis exploratorio (AED) de
registrados en las fases de mantenimiento.

los parametros fisicoquimicos

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Fase PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura
Ts g.l. ts gl.| ts |g.l ts g.l
Montaje del sistema de alimentacion -4.93* 21 -5.15* 22 |-4.79*| 27 -6.4* 26
Bioensayo letal para Cadmio -4,35* 14 1.69 3 |-4.60*| 24 -8.19* 28
Bioensayo letal para Cromo -2.53* 20 -5.23* | 20 |-5.23*| 20 -4.69* 20
Bioensayo subletal, pruebas Fisiologicas | -3.34* 17 -2.75* | 17 |-5.70* | 17 -6.29* 17
Bioensayo subletal, pruebas Bioquimicas | -4 36* 23 -6.86* 23 |-4.36*%| 23 -3.86* 23
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Fase PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura
Dmax N Dmax n |Dmax| n Dmax n
Montaje del sistema de alimentacion 0.168 22 0.174 23 10.086 | 28 0.177 27
Bioensayo letal para Cadmio 0.420* | 15 0.245 4 10.188 | 25 0.226 29
Bioensayo letal para Cromo 0.163 | 21 0.158 |21]0.178[21] 0.171 21
Bioensayo subletal, pruebas Fisioldgicas 0.301 18 0.144 18 | 0.172 | 18 0.261 18
Bioensayo subletal, pruebas Bioquimicas | (0.141 24 0.203 24 1 0.180 | 24 0.208 24
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)

PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura | Turbidez

Xzobtenida 171.68* 115.58* 255.00* 213.46* |135.20*
X2(0.05, 4) 11.14 11.14 11.14 11.14 9.44

Evaluacion de aditividad (Tuckey)

PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura | Turbidez

Fs 0.117 -0.001 -0.016 -0.005 0.03

* No se ajusta a la hipétesis; Dmax, Desviacion Maxima; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos

La falta de independencia, en el caso de la temperatura y la salinidad se asociaron a
ajustes requeridos para alcanzar las condiciones adecuadas para los bioensayos.
Debido a lo cual se decidi6 analizarlos con la prueba de Kruskall-Wallis.

Los datos morfométricos de los organismos del sistema de mantenimiento, se
consideraron aditivos (tabla A.5), pero no fueron independientes y solamente los datos
de altura de los ostiones, pudieron considerarse normales y homocedasticos. Desde

luego, al ser seleccionados de una talla especifica, la longitud tendria que haber
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mostrado tendencias. Aparentemente también hubo una tendencia a seleccionar
organismos de anchos similares, evitando los mas delgados. El peso estuvo

relacionado con la talla.

Tabla A.5. AED de la morfometria de C. virginica en las fases de mantenimiento.
Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)

ts por fase g.l Longitud Ancho Alto Peso total
Previo a la prueba letal para 120 -7.78* -7.13% -5.60* -7.56*
Cadmio
Previo a la prueba letal para Cromo 112 -5.94* -3.24* -5.72* -4 59*
Previo a la prueba subletal 147 -14.1* -3.03* -5.33* -4.71*
fisiolégica
Previo a la prueba subletal 132 -8.00* -4.64* -5.25* -7.41*
bioguimica

Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Dmax para todas las fases Longitud Ancho Alto Peso total

Dmax esperada 0.0601 (n=512) | 0.0692* | P<0.05 | 0.0676* | p<0.05 [0.0507 | p<0.15 |0.0413[p>0.20
Evaluacion de homocedasticidad (Bartlett)

XZ Longitud Ancho Alto Peso total
para todas las fases
X2(0.05, 3)= 9:348 23.51* 10.99* 2.05 11.29*
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Longitud Ancho Alto Peso total
Fs 0.0727 -0.0430 -0.0007 -0.0770

* No se ajusta a la hipétesis; Dmax, Desviacion Maxima; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos.

El parametro menos controlado, desde el punto de vista de la seleccion fue el alto, por
este motivo solo este presentd normalidad y similitud entre las varianzas de esta
caracteristica en todas las fases. Logicamente se requirié de un andlisis no paramétrico

de la morfometria.

Fase letal.

Los pardmetros fisicoquimicos mostraron tendencias evidentes durante las pruebas
agudas, que indicaron falta de independencia. Los datos no se pudieron considerar
normales, pero si fueron aditivos y, salvo algunas excepciones, particularmente las
relacionadas con la temperatura, se consideraron homocedasticos (tabla A.6). También

fue necesario un analisis no paramétrico en estos datos.
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Tabla A.6. AED de los parametros fisicoquimicos registrados en la fase letal.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)

Ts PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura
Bioensayo letal para Cadmio (111 g.l.) | -13.41* -13.86* -14.08* -7.76%
Bioensayo letal para Cromo (103 g.l) | -8.45* -6.33* -10.56* -11.73*
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)

Desviacién maxima PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura
Bioensayo letal para Cadmio (n=112) | 0.2033* 0.2857* 0.3266* 0.1838*
Bioensayo letal para Cromo (n=104) | 0.1926* 0.6077* 0.2859* 0.5178*

Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura Turbidez
Xzobtenida para Cadmio (3 g.l.) 1.2770 0.9186 0.9946 8.9347 25.636*
1% obtenida Para Cromo (3gl) | 3.6685 1.3960 15358 25.600 -
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
PH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura Turbidez
Fs para Cadmio -0.0005 0.0029 0.00048 -0.01887 -0.9999
Fs para Cromo -0.0001 -0.00641 0.00625 -0.00171 -

* No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos

Los datos morfométricos en esta fase no fueron independientes, con excepcion de la
longitud de los ostiones en el bioensayo con cadmio, asi como el alto y peso total de los
organismos del bioensayo con cromo (tabla A.7). A pesar de lo cual, los datos podian
considerarse normales, homocedasticos y aditivos. Solo hubo una excepcion, la
longitud de los ostiones del bioensayo con cadmio no se considerd aditiva. Esto pudo
deberse al hecho de que los organismos tuvieron cierto sesgo al ser colocados en los
acuarios; primero los més largos, y después los mas cortos, lo cual generd lotes muy
homogéneos entre las diferentes condiciones experimentales, pero con un sesgo en el
analisis. Este problema se evito en el bioensayo con cromo, en el cual, la colocacion
fue aleatoria. Tomando en cuenta el AED, se considerd que podia utilizarse estadistica

paramétrica.

El andlisis exploratorio de los datos de concentracion de metales indicaron que, desde
luego no habia independencia, pero su comportamiento era normal, aditivo, y habia
homocedasticidad de varianzas, con excepcion de los datos de cadmio en agua, que

fueron heterocedasticos, se aplicaron pruebas paramétricas (tabla A.8).
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Tabla A.7. AED de los datos morfométricos obtenidos al final de la fase letal.

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Ts Longitud Ancho Alto Peso total Peso humedo | Peso seco
Bioensayo letal para Cadmio (63 g.l) | -1.30 -4.31* -5.51* -6.11* -4.01* -3.71*
Bioensayo letal para Cromo (63g.l) | -3.71* -5.21* -1.90 -1.30i y —2.81*f -3.41* -5.51*
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)

Desviacién maxima Longitud Ancho Alto Peso total Peso humedo | Peso seco
Bioensayo letal para Cadmio (n=64) | (0.068 0.093 0.074 0.102 0.114 0.126
Bioensayo letal para Cromo (n=64) | 0.088 0.159 0.098 | 0.104iy 0.131f 0.125 0.111

Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Longitud Ancho Alto Peso total Peso hiumedo | Peso seco
Xzobtenida para Cadmio (3 g.l.) 4.128 9.001 4.009 7.393 7.953 9.135
Xzobtenida para Cromo (3 g.l.) 4.001 2.732 6.704 4.470i y 8.799f 7.733 4.599
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Longitud Ancho Alto Peso total Peso humedo | Peso seco
Fs para Cadmio -0.220 0.535 | -0.312 0.962 0.023 0.007
Fs para Cromo 4.036* | -0.014 |-0.0115| 0.186i y —-0.671f -0.007 -0.004

* No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos; i, inicial; f, final.

Tabla A.8. AED de las concentraciones de metales en la fase letal.

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Ts Cadmio Cromo
Agua (41g9.l) -5.113* -7.358*
Ostion (55 g.I.) -4.99* -6.44*
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Desviacién maxima Cadmio Cromo
Agua (n=31) 0.165 0.157
Ostion (n=32) 0.195 0.139
Evaluacion de homocedasticidad (Bartlett)
Cadmio Cromo
Xzobtenida para agua (6 g.l.) 18.19* 5.94
Xzobtenida para ostion (13 g.l.) 2.86 4.033
Evaluacién de aditividad (Tuckey)
Cadmio Cromo
Fs para agua -0.998 -0.999
Fs para ostién -1.0 -1.0

* No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos.

Fase de respuestas bioquimicas.

El analisis de los pardmetros de control durante la fase de evaluacion de respuestas a
nivel bioquimico se presenta a continuacion, iniciando con el pH.

Durante los bioensayos, los datos de pH fueron aditivos y normales, pero se
consideraron heterocedasticos por algunas fluctuaciones. Los datos fueron

independientes para los controles, por lo que se usaron pruebas paramétricas para el
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analisis estadistico. Las respuestas dependientes se presentaron solo en dispositivos
experimentales con organismos expuestos a los metales y se asume que se asociaron
con la presencia de estos. Esta falta de independencia se registré en los organismos
expuestos a Cdl, en el primer ensayo y en ambas concentraciones de Cr, en el
segundo (tabla A.9).

Tabla A.9. AED de los datos de pH en la evaluacion de respuestas bioquimicas.
Prueba Bioensayo | Bioensayo Il
Independencia Ts -2.35* en Cd1 -2.72*en Crl -2.36*en Cr2

Test de ciclos t 2.23 2.18
Homocedasticidad % 14.90* 14.88*
Prueba de Bartlett P <0.01 <0.01
Normalidad D max 0.15 0.15
Kolmogorov-Smirnov P 0.15 0.10

Aditividad Tuckey Fs -0.000002 -0.0001

* No se ajusta a la hipétesis.

El oxigeno disuelto, tuvo datos aditivos y normales durante los bioensayos. Los datos
de concentracion de oxigeno disuelto en los acuarios con organismos no expuestos
fueron independientes; aunque se presentd dependencia en acuarios con organismos

expuestos a Cdl y Crl en el primer ensayo y a cromo en el segundo. Se presentd

heterocedasticidad en los acuarios con organismos expuestos a cromo (tabla A.10).

Tabla A.10. AED de los datos de oxigeno disuelto en las pruebas bioquimicas.

Prueba Bioensayo | Bioensayo Il
Independencia ts -2.35*en Cdl -2.35*en Crl | -2.72*en Crl -2.36* en Cr2
Test de ciclos t 2.23 2.18

Homocedasticidad x’ 42.80* 10.54*
Prueba de Bartlett P <0.01 0.03
Normalidad D max 0.14 0.10
Kolmogorov-Smirnov P 0.20 0.20

Aditividad Tuckey Fs -0.0001 -0.0001

* No se ajusta a la hipétesis.

La salinidad present6 el siguiente comportamiento: los datos no fueron independientes,
lo cual indicé que en el bioensayo | pudo haber tenido alguna influencia externa, que se
pensé pudo ser la temperatura. Este punto se analiz6 en detalle en la seccion
correspondiente. Los datos fueron aditivos, pero no fueron normales, aparentemente
las fluctuaciones del parametro fueron marcadas, igualmente la heterocedasticidad del

segundo bioensayo pudo reflejar estas fluctuaciones (tabla A.11).
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Tabla A.11. AED de la salinidad en las pruebas bioquimicas.
Prueba Bioensayo 1 Bioensayo 2
Independencia ts -2.35*en Ty Cd 3.91*en Cr | -3.39*en Cd -3.07*en Cr
Test de ciclos t 2.23 2.16
Homocedasticidad y’ 1.57 9.57*
Prueba de Bartlett P 0.91 0.05
Normalidad D max 0.24* 0.28*
Kolmogorov-Smirnov P <0.01 <0.01
Aditividad Tuckey Fs -0.0119 0.00007

* No se ajusta a la hipétesis.

Los datos de la temperatura fueron normales y aditivos, pero heterocedasticos. Las
variaciones obtenidas en las varianzas se debieron a modificaciones de la temperatura
en algunos dispositivos experimentales. Estos datos se analizaron en detalle, ya que,
ademas hubo falta de independencia de los datos (tabla A.12), que ademas de estar
asociados a las variaciones en el pardmetro, a su vez tenian la posibilidad de afectar
los resultados, si no era posible comprobar fehacientemente la ausencia de

interferencia de la temperatura en las respuestas fisiologicas.

Tabla A.12. AED de la temperatura en la evaluaciéon de respuestas bioquimicas.

Prueba Bioensayo | Bioensayo I
Independencia ts -2.34* en Cd1 -2.72* en Cr2
Test de ciclos t 2.23 2.16

Homocedasticidad v 31.23* 31.69*
Prueba de Bartlett P <0.01 <0.01
Normalidad D max 0.17 0.14
Kolmogorov-Smirnov P 0.10 0.15

Aditividad Tuckey Fs -0.0002 -0.0054

* No se ajusta a la hipotesis.

El analisis exploratorio del amonio total, indicé que las poblaciones de datos fueron
normales, homocedasticas, aditivas e independientes, con una excepcion en Crl del
segundo bioensayo, que se consideré de poca importancia, se aplicaron pruebas
parametricas (tabla A.13).

Los datos morfométricos no fueron independientes. Esto era de esperarse dado que se
seleccionaron los organismos mas homogéneos posibles (tabla A.14). Sin embargo, los
datos fueron normales, homocedasticos y aditivos, de un comportamiento muy regular.
No se determind peso seco mas que en muestras puntuales, debido a que los
organismos fueron separados en secciones para realizar los analisis bioquimicos, sin

embargo, se obtuvo el peso seco de los tejidos procedentes de los organismos en los
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que se leyo la concentracion e metales, y de estos se hizo el andlisis.

Tabla A.13. AED del amonio total en la evaluacién de respuestas bioquimicas.

Prueba Bioensayo | Bioensayo Il
Independencia ts ts<2.57 -2.36* en Crl
Test de ciclos t 2.57 2.31

Homocedasticidad % 8.14 7.47
Prueba de Bartlett P 0.09 0.11
Normalidad D max 0.0326 0.0326
Kolmogorov-Smirnov P
Aditividad Tuckey Fs -0.002 0.002

* No se ajusta a la hipotesis.

Tabla A.14. AED de la morfometria en la evaluacion de respuestas bioguimicas.

Bioensayo | Bioensayo |l
Prueba T Cdli| Cd2 | Crl | Cr2 T Cdl | Cd2 | Cr1 | Cr2
Independencia ts -3.1* | -0.9 | -3.7* | -3.1* | -5.5* | -5.4* | -3.0* | -2.5* | -4.9* | -3.6*
Test de ciclos t=2.00
Long Ancho Alto PT PH
Homocedasticidad Xz 0.44 2.17 11.40 0.23 0.81
Prueba de Bartlett | 'p 0.93 0.54 <0.01 0.97 0.85
Normalidad Dmax 0.088 0.092 0.095 0.047 0.067*
Kolmogorov-Smirnov P >0.20 0.20 <0.15 >0.20 >0.20
Aditividad Tuckey Fs -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -0.974

* No se ajusta a la hipétesis; Long, Longitud; PT, Peso Total; PH, Peso Himedo.

Los datos de produccién de metalotioneinas eran independientes, aditivos y normales,
aunque habia casos importantes de heterocedasticidad, en musculo abductor en el
primer ensayo, y en branquia y glandula digestiva en el segundo. A pesar de cumplir
con las hipotesis fundamentales en general (Anexo A.15), se aplico estadistica no
parameétrica como consecuencia de las consideraciones anteriores.

Los datos de dafio peroxidativo fueron normales y aditivos en todas las condiciones
experimentales, pero fueron heterocedasticos y hubo cierta falta de independencia en
los dos ensayos. Esta se presento en testigos y expuestos a Cr2 en el primer ensayo, y
en todas las condiciones experimentales, excepto Cd2, en el segundo ensayo (tabla
A.16). Los datos no permitian la aplicacion de estadistica paramétrica, ademas, la falta
de independencia en los datos de controles manifiesta ciertas tendencias que podrian
estar relacionadas o no con la exposicién del metal. Razon por la cual, se considero

adecuado aplicar estadistica no paramétrica
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Tabla A.15. AED de las metalotioneinas de las pruebas bioquimicas.

Branquia
Prueba Bioensayo | Bioensayo Il
T Cd1 Cd2 Crl Cr2 T Cdl| Cd2 | Crl | Cr2
Independencia ts 133 | -2.66 | -2.66 | -1.33 |-1.33 0 -1.33| -1.33 0 -2.14
Test de ciclos t 277 | 277 | 277 | 277 | 2797 | 277 | 277 | 2797 | 2.777 | 3.18
Homocedasticidad | * 3.13 9.47* por Cr alto

Prueba de Bartlett P 0.53 0.05
Normalidad Dmax| 0.29 | 0.19 0.24 0.36 | 0.30 | 0.28 | 0.17 0.27 | 0.35 | 0.27
Kolmogorov- P >0.20| >0.20 | >0.20 | <0.15 |>0.20| >0.20 |>0.20| >0.20 |<0.15| >0.20

Smirnov
Aditividad Tuckey | Fs 0 -1.0

* No se ajusta a la hipétesis.

Musculo abductor
Prueba Bioensayo | Bioensayo I

T Cdl | Cd2 Crl | Cr2 T Cdli| Cd2 | Crl | Cr2

Independencia ts |-2.66 0 -1.33 | -2.66 |-1.33| 1.07 0 -2.66 0 0.53

Test de ciclos t 277 | 277 | 277 | 277 277 | 277 | 277 | 277 | 277 | 3.18
Homocedasticidad X2 16.12* por Cd1 2.04
Prueba de Bartlett p <0.01 0.73

Normalidad Dmax| 028 [ 039 | 014 [ 028 [ 015 | 022 [ 016 | 021 [ 0.14 | 0.22

Kolmogorov- p >0.20 | <0.10 | >0.20 | >0.20 {>0.20| >0.20 |>0.20| >0.20 |>0.20| >0.20

Smirnov

Aditividad Tuckey Fs 0 -1.0

* No se ajusta a la hipotesis.

Glandula digestiva
Prueba Bioensayo | Bioensayo I

T Cdl | Cd2 Crl | Cr2 T Cdl| Cd2 | Crl | Cr2
Independencia ts |-2.66| -2.66 | -1.33 | -2.66 0 -2.66 |-2.66| -1.33 |-2.66| O
Test de ciclos t 277 | 277 | 277 | 277 | 277 | 277 | 297 | 277 | 2797 | 277
Homocedasticidad X2 3.71 26.9* por Cdl
Prueba de Bartlett ) 0.44 <0.01
Normalidad D max| 0.14 | 0.21 0.22 0.23 0.16 0.28 0.32 0.27 0.30 | 0.18
Kolmogorov- p >0.20| >0.20 | >0.20 | >0.23 |>0.20 | >0.20 |<0.20| >0.20 |>0.20| >0.20
Smirnov
Aditividad Tuckey Fs 0 -1.0

* No se ajusta a la hipétesis.

Tabla A.16. AED de la lipoperoxidacion de las pruebas bioguimicas.

Prueba Bioensayo | Bioensayo |l
T Cdl |[Cd2 | Cr1 | Cr2 T Cdl| Cd2 | Crl | Cr2

Independencia ts -2.76 |-1.10(-1.10|-0.55| -2.76 | -2.39 |-1.09| -2.39 | -4.35 | -3.05
Test de ciclos t 2.26* | 2.26 | 2.26 | 2.26 | 2.26* | 2.14* | 2.14 | 2.14* | 2.14* | 2.14*
Homocedasticidad |  y* 61.46
Prueba de Bartlett P 0.01*

Normalidad Dmax | 0.18 | 0.18 | 0.23 | 0.25 | 0.15 0.16 | 0.27 | 0.23 0.26 0.23
Kolmogorov- p >0.20 |>0.20>0.20 | >0.23 | >0.20 | >0.20 |<0.20| >0.20 | >0.20 | >0.20

Smirnov
Aditividad Tuckey Fs 0 -1.0

* No se ajusta a la hipotesis.

206



Toxicidad de Cr y Cd en Crassostrea virginica Anexos

Fase de evaluacion de efectos fisioldgicos.

El comportamiento de los parametros fue semejante al de la fase aguda, en el sentido
de que los datos no fueron normales, pero si aditivos. A diferencia de estos, no
presentaron homocedasticidad (tabla A.17). La heterogeneidad de varianzas en todos
los parametros en esta fase, podria relacionarse con el hecho de que hubo una
descompostura en el multianalizador Horiba y fue necesario cambiar el equipo de
medicion de parametros fisicoquimicos a los cinco dias de haber iniciado el bioensayo.
El uso de otro equipo implicé una menor resolucion de medida en la salinidad (de +
0.05 %o con el equipo Horiba, a £ 1.0 %o, con el refractometro de mano), y en la
temperatura (de + 0.05 °C con el equipo Horiba a + 0.5°C, por el uso de un termoémetro
de cubeta). En el caso del oxigeno disuelto y el pH, fue necesario utilizar un oximetro
YSI y un potenciémetro manual Coleman, ambos de tipo analdgico, que requieren de
mayor tiempo para su estabilizacion. De manera que, a pesar de que en estos
parametros la resolucion es similar a la del multianalizador el factor humano puede
implicar una diferente forma de medicion. Se llevé a cabo un andlisis comparativo de
las mediciones realzadas con ambos métodos por t y Wilcoxon, que indico diferencias
entre los meétodos empleados, esto se tomO en consideracion en el analisis de

resultados.

Tabla A.17. AED de los parametros fisicoquimicos en la fase fisioldgica.

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)

pH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura

Ts -24.35* -25.84* -39.41* -40.69*

N 1012 1016 705 896
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)

pH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura

Desviacion maxima 0.069* 0.093* 0.174* 0.252*

Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)

pH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura

XZobtenida (5g.l) 85.06* 40.22* 129.72* 32.35*

Evaluacion de aditividad (Tuckey)

pH Oxigeno disuelto Salinidad Temperatura

Fs -0.00006 0.003 -0.0001 -0.0551

*No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos

Las concentraciones de amonio total, constituyeron poblaciones normales, excepto el
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dia 3 y el dia 10. Sin embargo, solo los valores de las camaras sin organismos fueron
independientes (ts = 1.54, del test de ciclos por encima y debajo de la mediana). Las
poblaciones tuvieron heterogeneidad de varianzas, Unicamente los valores de camaras
con organismos expuestos a Cd2 fueron homocedasticos (tabla A.18). A pesar la
aditividad y la normalidad de los datos, que se presenté en todas las condiciones

experimentales, se consideré adecuado aplicar estadistica no paramétrica.

Tabla A.18. AED de las concentraciones iniciales de amonio total.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)

Dia Condicién
3 5 10 14 19 T Crl Cr2 Cd1l Cd2
Ts -8.60* | -5.64* | -5.63* | -6.70* | -4.10* | -4.87* | -5.80* | -5.11* | -6.70* -4.10*
T 2.01 | 2.01 2.02 2.01 2.08 2 2 2.01 2.01 2.04
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max | 0.22* | 0.12 0.22* 0.15 0.13 0.13 0.15 0.07 0.14 0.11

P <0.01| >0.2 | <0.01 | >0.2 >0.2 >0.2 >0.15 >0.2 >0.2 >0.2

Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett
49.18*|16.93* | 35.03* | 17.99* | 0.45 | 17.87* | 26.51* | 23.29* | 36.68* 0.05
<0.01|<0.01 | <0.01 | <0.01 | 0.79 <0.01 | <0.01 | <0.01 | <0.01 0.97

Xzobt
P

Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Es | -0.9261
* No se ajusta a la hipétesis.

El analisis exploratorio de la morfometria, indicO6 que todos los datos fueron
independientes al inicio del bioensayo, con excepciéon del peso total. Las poblaciones
fueron normales y homocedasticas., ademas de aditivas. Al final del bioensayo, solo el
ancho y el alto se consideraron independientes (tabla A.19). Sin embargo, se pensoé
adecuado aplicar estadistica paramétrica en el analisis de los datos, por lo que las

tendencias en el peso se asociaron a los resultados.

Las determinaciones de metales en agua realizadas durante la fase de evaluacion de
efectos fisioldgicos fueron muy confiables, los datos fueron normales, homocedasticos y
aditivos, desde luego no fueron independientes (tabla A.20), estas conclusiones se

obtuvieron tanto en el analisis de agua, como en el de ostién.
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Tabla A.19. AED de la morfometria en la evaluacion de efectos fisioldgicos.

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Inicial Final
Longitud | Ancho Alto Peso total | Longitud | Ancho | Alto | Peso total | Peso himedo | Peso seco
Ts -1.45 | -0.52 | -1.76 | -2.87* | -2.69* |-1.76|-1.45| -3.32* -3.94* -4.56*
n 60 60 60 42 60 60 60 60 60 60
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Desviacion | 0.099 |0.0678| 0.087 | 0.135 | 0.088 | 0.09 | 0.06 | 0.109 0.054 0.085
maxima 2 3
(p>0.2)
Evaluacion de homocedasticidad (Bartlett)
“2obtenida | 126 155 | 5.24 2.39 2.10 | 1.15 | 0.56 | 5.22 2.11 5.88
(5g.l)
Evaluacién de aditividad (Tuckey)
Fs | -1.0 | -1.0 | -1.0 [0.00017] -1.0 | -10 [-20] -1.0 | -1.0 -1.0

* No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Namero de datos

Tabla A.20. AED de las concentraciones de metales en agua y ostion en la
evaluacién de efectos fisioldgicos.

Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)
Cd inicial Cd final Cd Ostién Crinicial Cr final Cr Ostion
tg -5.76* -4.52* -6.88* -7.57* -5.95* -69.37*
N 36 18 24 36 36 24
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Desviacion maxima 0.214 0.157 0.189 0.175 0.191 0.195
P <0.1 >0.2 >0.2 >0.2 <0.15 >0.2
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Poptenida @91) | 1262 | 267 | 2343 27.15 24.40 11.23
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | 0.00058 | -0.001 | 0 | 0 | 0 | 0

* No se ajusta a la hipétesis; g.l., grados del libertad; n, Nimero de datos

Las concentraciones previas al registro del consumo de oxigeno, constituyeron
poblaciones cuyos datos se encontraron en el limite entre el comportamiento aditivo y el
mutiplicativo, si bien, aun pueden considerarse aditivos. Las poblaciones fueron
normales los dias 5 y 10, presentandose homocedasticidad el dia 5 solamente (tabla
A.21). Debido a que este dia, que fue el primero evaluado, los datos eran normales y
homocedasticos, se aplicaron pruebas paramétricas.
El andlisis exploratorio indicé que, por un lado, los datos del oxigeno consumido por los
organismos tuvo un comportamiento normal en todas las condiciones experimentales.
Se presentd heterogeneidad de varianza en los ostiones testigo y los expuestos a Cd1.
Los datos de organismos no tuvieron un comportamiento normal el dia 5, ni el 10, esto
implica que, a pesar de que los dias 14 y 19 si mostraron normalidad y de que los datos
fueron aditivos, no puede aplicarse estadistica paramétrica para interpretar el consumo
de oxigeno de los ostiones (tabla A.22).
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Tabla A.21. AED de las concentraciones iniciales de oxigeno disuelto.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Dia Condicioén
5 10 14 19 T Crl Cr2 Cdl Cd2
Ts -6.60* | -7.84* | -7.61* -6.41* | -4.07* | -2.33* | -6.73* | -5.38* | -3.61*
T 2 2 2.01 2.01 2.01 2.01 2.01 2.03 2.09
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max 0.101 0.091 0.160* 0.227* 0.073 0.102 | 0.206* | 0.119 0.200
P <0.15 >0.2 <0.01 <0.01 >0.2 >0.2 <0.05 | >0.2 >0.2
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Xzobt 3.49 | 10.27* | 20.87* 13.86* | 10.18 8.44 3.39 7.63 1.04
P 0.48 0.04 <0.01 <0.01 0.51 0.67 0.98 0.66 0.99
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -1.001
* No se ajusta a la hipétesis.
Tabla A.22. AED del consumo de oxigeno estandarizado (mg/h*gPS).
Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)
Dia Condicién
5 10 14 19 T Crl Cr2 Cd1 Cd2
Ts -6.12* | -3.33* | -8.32* | -1.26 | -3.45* | -4.92* -3.76* -2.35* -2.53*
T 2 2.01 2.01 2.05 2.04 2.02 2.02 2.06 2.08
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max 0.211* | 0.215* | 0.200 | 0.157 | 0.203 | 0.148 0.198 0.199 0.260
P <0.05 | <0.05 | <0.15 >0.2 >0.15 >0.2 <0.15 <0.2 <0.1
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
%2obt 8.92 | 19.89* | 11.49* | 10.53* | 18.04* 6.13 6.00 6.04* 2.87
p 0.06 <0.01 | <0.01 | <0.01 | <0.01 0.10 0.11 0.05 0.09
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -0.911

* No se ajusta a la hipétesis.

Los datos de excrecion

nitrogenada fueron aditivos,

pero no presentaron

independencia, con excepcion de la evaluacion del dia 3 en que se realizé la primera
medicion. Las concentraciones Cr2 y Cd2, y las camaras sin organismos (SO),
generaron una ts fue de 0.39, contra una t esperada de 2.13 (test de ciclos). En
contraste, estas camaras SO no tuvieron datos normales (p<0.01), ni homocedasticos
(p<0.01). Las camaras con organismos, Si tuvieron un comportamiento normal, con
excepcion del dia 14, en que hubo heterogeneidad de varianzas en los datos de
organismos expuestos a cromo y en los dias 10 y 14 (tabla A.23). Principalmente por la

frecuente falta de homocedasticidad, se determiné usar estadistica no parametrica.
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Tabla A.23. AED de la excrecion nitrogenada del bioensayo fisioldgico.

Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)
Dia Condicién
5 10 14 19 T Crl Cr2 Cd1 Cd2
Ts -1.18 | -4.53* | -3.15* | -3.35* -3.99* | -4.36* -1.64 -3.33* -1.22
T 2.18 2.04 2.05 2.13 2.02 2.07 2.06 2.09 2.12
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max 0.25 0.24 0.30* 0.21 0.21 0.25 0.22 0.21 0.25
P <0.2 <0.1 <0.01 >0.2 0.15 <0.1 >0.12 >0.2 >0.2
Evaluacion de homocedasticidad (Bartlett)
Xzobt 5.05 | 14.8* | 11.77* 2.74 7.47 457 | 11.18* 2.69 5.04
P 0.28 | <0.01 | <0.01 0.25 0.06 0.01 0.01 0.26 0.28
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -0.1175

* No se ajusta a la hipotesis.

Los conteos iniciales de células en las camaras sin organismos fueron independientes
al inicio, pero dejaron de serlo al aumentar proporcionalmente el nUmero de células en
las camaras, las cuales no fueron consumidas y como resultado hubo un incremento
neto de células en cada camara. La depositacion sin embargo, fue constante por lo cual
fue independiente. Los datos fueron normales, homocedasticos y aditivos entre las
diferentes cAmaras colocadas. Por estos motivos se aplico estadistica paramétrica. La
falta de homogeneidad de varianzas en los diferentes dias en que se evalud la
depositacion, también pudo asociarse al creciente numero de células dentro de las
camaras (tabla A.24).

Tabla A.24. AED de las células colocadas como alimento en camaras sin
organismos en las pruebas fisioldgicas.

Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)
Conteo inicial Depositacion
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
ts 0.39 -0.77 -3.09* -3.09* 1.54 -0.77 -0.77 -1.93
n 6 6 6 6 6 6 6 6
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Dmax (p>0.2) | 0.16 | 0.098
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
12 obtenida Entre camaras Entre dias Entre camaras Entre dias
(5y3gl) 3.78 11.56* 4.07 10.13*
P 0.58 <0.01 0.54 0.02
Evaluacién de aditividad (Tuckey)
Fs | -3.75 | -0.32

* No se ajusta a la hip6tesis; n NUmero de datos
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Los conteos de células iniciales “i”, se esperaba que fueran carentes de independencia.
En términos generales, pudieron considerarse normales, homocedasticos y aditivos.
Algunos casos en que estas hipétesis no se cumplieron, como es el caso de la falta de
normalidad del dia 17, en que ya habian sido retirados los organismos expuestos a
cadmio 2, en todos estos casos hubo razones especificas para las variaciones (tabla
A.25).

Tabla A.25. AED del conteo inicial de células en el bioensayo fisioldgico.
Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)

Dia de ensayo 6 7 8 11 12 15 16 17
Consumo 1 2 3 4 5 6 7 8
Ts -2.69* | -3.45* | -2.69* | -2.47* -3.33* -2.88* -4.12* -4.94*
N 59 59 58 47 46 35 34 34
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Desviacion 0.12 0.12 0.11 0.10 0.13 0.19 0.11 0.26*
méxima (p>0.2) | >0.20 | >0.20 | >0.20 >0.20 >0.20 <0.10 >0.20 <0.01
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
x2 . 7.58 5.52 4.24 9.54* 7.34 9.07 1.69 60.4*
obtenida
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -3.75

* No se ajusta a la hip6tesis; n Namero de datos

A diferencia de los datos obtenidos en las camaras sin organismos, el analisis
exploratorio indicO, que la mayor parte de los datos de consumo de células no fueron
independientes, esto, desde luego se asocio al consumo diferencial de los organismos.
A pesar de esto, los datos de consumo fueron normales, homocedasticos y aditivos

(tabla A.26), por lo que se decidid aplicar estadistica paramétrica.

Tabla A.26. AED del consumo de células en la fase fisiol6gica.

Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Dia de ensayo 6 7 8 11 12 15 16 17
Consumo 1 2 3 4 5 6 7 8
ts -5.18* | -4.08* | -1.69 -2.46* -2.82* -3.11* -1.89 -4.73*
n 59 59 58 47 46 35 34 34
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Dmax (p>0.2) | 0.09 [ 010 | 011 [ 007 [016(<0.2)] 010 | 012 [ 0.4
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Cobtenida (491) | 078 | 406 | 554 | 141 | 766 | 592 | 434 | 214
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -0.32

* No se ajusta a la hip6tesis; n Namero de datos
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La determinacién gravimeétrica de la produccion diaria de heces indico lo siguiente (tabla
A.27). Las cadmaras sin organismos (SO), presentaron datos independientes, normales
(Dmax = 0.24, p>0.2), aditivos y en ocasiones homocedasticos. Las camaras con
organismos, tuvieron datos no independientes, pero si aditivos, en su gran mayoria

normales y homocedasticos, por lo que se aplicé estadistica paramétrica.

Tabla A.27. AED de la gravimetria de heces fecales del ensayo fisiologico.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)

Condicion T Crl Cr2 Cd1 Cd2 SO
experimental -12.5*% -12.5* -12.1* 11.2* -9.16* -1.45
1.97 1.97 1.97 1.97 1.98 2.05

ts
t

Evaluacién de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) Dmax X 102

Dia 2 3 4 5 6 | 718 9 10 |11 | 12 13 |14 15 |16 | 17 | 18 19 20

D max 9 7 12| 7 8 | 8|14 13 8 7| 12 15 | 13| 10 |21 | 20 | 18 | 28* 82*
P >0.05 <0.01 | <0.01

Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)

Dia 2 3 4 5 6 718 9 10 (11| 12 13 |14 | 15 |16 | 17 | 18 19 20
Xzobt 5 5 5 |10| 7 |2 |10| 3 | 19| 2 | 8 | 10*| 2 2 6 |12 | 1 25* 11*
p 0.01 0.04 | 0.02 0.01 0.01 | 0.01

Evaluacién de aditividad (Tuckey)
Fs | 0.257

* No se ajusta a la hipétesis

El radio O:N, indic6 que los dias 3 y 5 los datos fueron independientes, y que los dias
10, 14 y 19, manifestaron ya tendencias definidas. Asi mismo, los organismos
expuestos a cadmio mostraron un comportamiento independiente. Es decir, las
tendencias presentes fueron mas obvias en los organismos expuestos a cromo y en los
controles. El radio O:N en los organismos control tuvo un comportamiento normal, igual
en Cdl, pero los valores en otras concentraciones, asi como en varios de los dias
evaluados (3 y 14), tuvieron comportamientos no normales. Esto, aunado a la falta de
homocedasticidad, orientd hacia un analisis no paramétrico. Por otro lado, a diferencia
de todos los datos analizados previamente, el comportamiento fue no aditivo (Fs = -
2.15). Se asume que el comportamiento es resultado de la exposicion a los metales y
quiza la influencia de algun parametro con control pobre, todo lo cual se analiz6 en la
seccion correspondiente, no hubo interaccion posible entre los organismos, dado que

estaban en camaras individuales, (tabla A.28).
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Tabla A.28. AED de larelacion O:N del bioensayo fisiologico.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Dia Condicién
3 5 10 14 19 T Crl Cr2 Cdl Cd2
ts -0.90 | -0.49 -4.64* | -4.62* | -2.72* | -2.16* | -3.34* | -2.29* -1.93 -1.36
t 2.08 2.20 2.07 2.13 2.16 211 2.08 2.08 2.26 2.16
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Dmax | 0.34* 0.34 0.22 0.37* 0.29 0.22 0.39* 0.27* 0.37 0.37*
P <0.01 | <0.10. | <0.15 | <0.05 >0.2 0.2 <0.01 | <0.05 >0.1 >0.05
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett
Xzobt 7.99* | 295 | 22.15* | 21.62* 5.08 7.86* |34.34*| 27.48* 5.43 20.29*
p 0.05 | 0.40 | <0.01 | <0.01 0.08 0.05 0 <0.01 0.14 <0.01
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -2.1501*

* No se ajusta a la hipétesis.

La tasa de filtracibn se constituyéd por poblaciones de datos no normales, ni
homocedasticas (tabla A.29). Es decir, su comportamiento fue muy diferente al de las

poblaciones de datos de consumo de alimento que si lo fueron. La falta de normalidad e

independencia orientaban hacia un analisis no paramétrico.

Tabla A.29. AED de la tasa de filtracion o aclaramiento (todos los datos).

Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Condicién T Crl Cr2 Cd1l Cdz2
D max 0.28* 0.27* 0.22* 0.29* 0.19
P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 >0.20
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Xzobtenida (4gl) 59.01* 54.03* 50.74* 25.7* 6.13*

* No se ajusta a la hipétesis.

Las tasas altas de filtracion, ya separadas de las tasas previamente descritas, fueron
independientes, homocedasticas, aditivas y normales (tabla A.30).

Las tasas bajas de filtracion conformaron poblaciones de datos aditivas, los organismos
expuestos a cadmio tuvieron datos independientes, las poblaciones fueron normales,
excepto en los organismos expuestos a Cdl, y Unicamente los controles fueron
homocedasticos. A pesar de los casos en que no se cumplieron las hipétesis, se
considerd que los datos podian ser analizados por pruebas paramétricas, apoyandose
en el comportamiento de los controles (tabla A.31).
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Tabla A.30. AED de las tasas altas de filtracion.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Dia de ensayo T Crl Cr2 Cdl Cd2
ts 0.55 -0.77 -1.45 ND ND
2.26 2.57 4.30
Evaluacién de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max (P > 0.2, n=20) | 0.198 Se unieron todos los datos
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
«obtenida (4 91) | 3.63
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -1.0037
*No se ajusta a la hip6tesis; ND, No se detectaron
Tabla A.31. AED de las tasas bajas de filtracion.
Evaluacién de la independencia (Test de ciclos)
Dia de ensayo T Crl Cr2 Cd1 Cd2
-4.21* -4.87* -3.75* -1.36 -0.33
1.99 2.00 2.00 2.04 2.07
Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max (P >0.2) 0.148 0.162 0.143 0.247* 0.197
(<0.15) (<0.10) (<0.15) (<0.05) (>0.20)
Evaluacion de homocedasticidad (Bartlett)
Cobtenida (49l) | 727 | 1728+ | 1778* | 937 |  6.%
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -2.58

* No se ajusta a la hipétesis.

Los datos de la tasa de asimilacion pudieron considerarse normales, fueron

homocedasticos los controles y los expuestos a cadmio, sin embargo, no fueron

independientes, ni aditivos (tabla A.32). Lo cual parece légico dado que esta tasa

asocia dos parametros medidos independientemente.

Tabla A.32. AED de la tasa de asimilacion del bioensayo fisioldgico.

Evaluacion de la independencia (Test de ciclos)

Condicién
T Crl Cr2 Cd1 Cd2
ts -4.03* -2.89* -7.24* -3.09* -2.23*
t 2.00 2.00 2.00 2.01 2.03

Evaluacion de la normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
D max 0.076 0.089 0.101 0.088 0.19
P >0.20 >0.20 >0.20 >0.20 <0.15
Evaluacién de homocedasticidad (Bartlett)
Xzobt 12.65 24.07* 36.30* 3.87 3.92
=) 0.08 <0.01 <0.01 0.42 0.14
Evaluacion de aditividad (Tuckey)
Fs | -5.2078*

* No se ajusta a la hipétesis.
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El campo de crecimiento, determinado para los dias 5, 10 y 15 del bioensayo, tuvieron
datos independientes en su mayoria, normales y aditivos, con cierta heterocedasticidad
en testigos y expuestos a Crl en las tres ocasiones (tabla A.33). A pesar de lo cual, se

considerd adecuado el uso de estadistica paramétrica.

Tabla A.33. AED del campo de crecimiento obtenido en el bioensayo fisioldgico.

Dia 5 Dia 10 Dia 15
T Crl Cr2 Cd1 Cd2 T Crl Cr2 Cd1l T Crl Cr2
Ts 055 | -095 | -1.24 | -1.56 |-2.35*| -1.91 | -1.93 | -1.91 | -2.43 | -0.53 | -1.11 | -2.66
T 2.26 | 2.36 2.2 222 | 2.22 2.6 257 | 236 | 244 | 3.18 | 2.26 | 2.77
Dmax | 0.13 | 0.231 | 0.243 | 0.327 | 0.273 | 0.181 | 0.219 | 0.134 | 0.203 | 0.313 | 0.201 | 0.229
P >0.20 | >0.20 | >0.20 | <0.15 | >0.20 | >0.20 | >0.20 | >0.20 | >0.20 | >0.20 | >0.20 | >0.20
Fs -1.0 -1.0 -1.001
Xzobt 7.83* | 6.68* | 3.97 | 0.68
p 0.02 | 0.03 | 0.14 | 041

Ts, estadistico del Test de ciclos; D Estadistico de la prueba de Kolmogorov-Smirnov; Fs, estadistico de la prueba de Tuckey; Xzobt
estadistico de la prueba de Bartlett.

7.5 COMPORTAMIENTO DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS

DURANTE LAS FASES EXPERIMENTALES.

Fase letal.

En esta fase (tabla A.34) indicaron lo siguiente: el pH tuvo valores promedio de, 8.35,
con fluctuaciones méximas alrededor de 0.5 y 0.6. Estos valores se consideraron
adecuados para el ostion. El registro minimo de oxigeno disuelto promedio fue 3.01
mg/L en el bioensayo con Cd. La salinidad, en promedio de 21.9 %o, tuvo pocas
fluctuaciones, alrededor de 0.8 %0 a 1.2 %o. La temperatura promedio fue 24.4 °C, pero
se presentaron desviaciones alrededor de 1.1 °C y 1.6 °C. El amonio total fue inferior a

0.1 mg/L promedio. La turbidez, fue generalmente menor a 1 UT.
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Tabla A.34. Parametros fisicoquimicos medidos durante la fase letal (promedio +
DE).

Bioensayo pH O.D. (mg/L) | salinidad (%o) | Temperatura (°C) | Amonio total (mg/L)
Cr 8.37£0.05| 4.80+0.32 21.4+05 24.6+0.9 0.08 £ 0.07
Cd 8.34+£0.21 | 3.97 £1.07 225+05 24.3+0.7 0.06 £ 0.04

Los parametros fisicoquimicos se consideraron semejantes entre los acuarios con
organismos control y los expuestos a los metales. Hubo sin embargo, algunos valores

presentaron variaciones en el tiempo (P < 0.01 por Kruskal-Wallis).

En el bioensayo con exposicion a Cr, se observaron registros altos de temperatura.
Algunos acuarios alcanzaron valores de 26.1 °C en el primer dia de ensayo, pero llego
a registrarse hasta 30.6 °C, el sexto dia, en un acuario con organismos control, y en
otro con ostiones expuestos a 35.2 mgCr/L, cuyo posible efecto en los resultados tuvo

que ser considerado en la evaluacion de la mortalidad y la acumulacion (Fig. A.8).

Temperatura
32
30 ¢t
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Figura A.8. Comportamiento de la temperatura durante la fase letal con
exposicion al Cr.

Otras tendencias fueron asociadas principalmente a la introduccién de los organismos
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en los acuarios, como fue el caso del oxigeno disuelto y la turbidez.

En el bioensayo con exposicién a Cd, se presentaron variaciones en la concentracion
de oxigeno disuelto, el cual disminuy6 de 6.94 a 3.76 mg/L cuando de introdujeron los
organismos, alcanzando hasta 3.15 mg/L el tercer dia de exposicion. Posteriormente
hubo una ligera recuperacion y los valores permanecieron alrededor de 3 a 4 mg/L,
durante el resto del experimento (Fig. A.9). La turbidez aumenté paulatinamente
después de introducir a los organismos, hasta las 96 horas, disminuyendo

posteriormente. Este cambio fue mas claro en los ostiones control.
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Figura. A.9. Comportamiento del oxigeno disuelto y la turbidez durante la fase
letal con exposicion a Cd.

Si bien el amonio total, se mantuvo por debajo de 0.1 mg/L, en las camaras control, los
valores se incrementaron en cadmaras con organismos expuestos a los metales, a pesar
de los recambios diarios de agua, hacia el final de ambos bioensayos llegando a
superar los 0.1 mg/L, particularmente en el agua de los organismos expuestos a 25.2
mgCr/L (Fig. A.10). A pesar de ello, los incrementos se consideraron dentro de los

limites aceptables.
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Figura. A.10. Concentracion del amonio total (mg N-AT/L) en aguaalas 0,96y 168
h de exposicion al Cry Cd en la fase letal.

Los parametros no presentaron correlaciones entre si. Los coeficientes de correlacion
de Spearman fueron r < 0.5 (P < 0.05), asi, la posible interferencia de la temperatura o
el amonio total con otros parametros se descartd. Este andlisis, incluyé también los
registros previos y posteriores a los recambios de agua. Ninguno de los parametros
fisicoquimicos, se asocio con mortalidad, ni con la concentracion de los metales en el
agua o en el ostion, en ninguno de los dos bioensayos, de manera que no hubo
interferencias de las variaciones observadas en los pardmetros con la accién toxica de

los metales.

Fase subletal. Pruebas bioguimicas.

Los valores de pH, oxigeno disuelto y amonio total de las dos pruebas realizadas se

presentan en la tabla A.35.
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Tabla A.35. Parametros fisicoquimicos (promedio £ DE) determinados durante las
pruebas bioquimicas.

pH Oxigeno Amonio total (mg N-AT/L)
disuelto (mg/L)
Ensayo.! Max | Ensayo.ll | Max | Promedio
Control 8.31+0.10 | 4.75+0.015 | 0.13+0.01 |0.21|0.15+0.01 | 0.22 | 0.14+0.01

0.088 mgCr/L | 8.18 +0.26 4.78 £0.29 0.11+0.01 |0.15|0.13+0.01 | 0.17 | 0.12+0.01
0.144 mgCr/L | 8.23 £0.22 4.78 +0.30 0.07+0.01 | 0.18|0.13+0.01 | 0.15 | 0.10+0.01
0.110 mgCd/L | 8.40 +0.13 4.76 £0.12 0.18+0.01 | 0.27|0.10+0.01 | 0.14 | 0.13+0.01
0.212 mgCd/L | 8.37 £0.22 4.81+0.18 0.10+0.06 | 0.29|0.13+0.01 | 0.16 | 0.11+0.01

Promedio 8.30+0.21 4.77 £0.23 0.12+£0.02 0.13+0.01 0.12+0.01

El pH, fue homogéneo. Los valores se consideraron iguales entre los dos bioensayos (P
= 0.15 por t de student). La concentracion promedio de oxigeno disuelto fue 4.77 mg/L,
considerando ambos bioensayos. Los valores minimos fueron 4.16 mg/L y 4.12 mg/L,
en el primer y el segundo ensayo, respectivamente. Los valores de los acuarios con
ostiones control y expuestos fueron iguales, en ambos bioensayos. Las réplicas de los
dispositivos experimentales fueron semejantes (P > 0.05).

La concentracibn de amonio total fue semejante en ambas pruebas, pero con
frecuencia rebasoé el valor de 0.1 mg/L. Los valores se mantuvieron altos a pesar de
haber llevado a cabo cada 24 h los recambios de la cuarta parte del volumen del agua
de los acuarios. Los valores maximos llegaron a 0.29 mg/L, lo que implica que pudieron
llegar a rebasarse 20 ug/L de amoniaco en acuarios con organismos expuestos a Cd
durante el primer bioensayo y en controles en el segundo. Las desviaciones estandar
demostraron poca variacion. Las concentraciones fueron similares en acuarios con
organismos control y expuestos, no variaron en el tiempo y fueron iguales entre las
réplicas (P > 0.05).

La turbidez tuvo valores muy bajos en ambos ensayos, casi siempre de cero.
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En contraste con los parametros descritos, la salinidad y la temperatura presentaron un
comportamiento anémalo (tabla A.36). Los valores minimos de salinidad fueron 22.5 %o
y 22.2 %o, los maximos alcanzaron 25.1 %. y 23.6 %., para cada ensayo,
respectivamente. Los valores se consideraron similares entre ambos bioensayos (t =

1.41, P = 0.17).

Tabla A.36. Salinidad y temperatura en las pruebas bioquimicas (promedio + DE).

Salinidad (%0) | Temperatura (°C) Bioensayo I** | Temperatura (°C) Bioensayo Il
Control 23.1+04 245+04 25.1+0.3
0.088 mgCr/L 234+05 254 +1.5* 246+0.4
0.144 mgCr/L 23.3+0.3 24.6 + 0.9* 25.2 +1.3%*
0.110 mgCd/L 23.2+0.3 24.8 + 0.4* 24.7 + 0.8*
0.212 mgCd/L 23.1+04 242 +04 24.7 £ 0.7*

* Diferencias entre dias evaluados; ** Diferencias entre controles y expuestos; *** diferencias entre
réplicas (P < 0.04 por ANOVA).

Durante el primer bioensayo, las réplicas, asi como los valores de acuarios con
organismos control y expuestos fueron semejantes, sin embargo, la salinidad tuvo un
incremento el tercer dia, con una posterior recuperacion. En el segundo bioensayo, se
apreciaron diferencias en los acuarios con organismos control (P < 0.01 por ANOVA)
(Fig. A.11).

Los datos de salinidad indicaron ausencia de independencia (previamente examinada
en el Anexo 7.3 de andlisis exploratorio de datos), lo cual manifiesta alguna influencia
externa sobre este parametro, posiblemente atribuible al comportamiento de la

temperatura.
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Primer bioensayo. Segundo bioensayo.
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Fig. A.11. Comportamiento de la salinidad (%.) en los dos bioensayos para
evaluacion de respuestas bioquimicas.

Las temperaturas minimas fueron de 23.6 °C y 23.1 °C, y las maximas de 28.1 °C y
27.5 °C, en el primer y segundo ensayo, respectivamente. Las réplicas de acuarios
fueron semejantes, con algunas excepciones, pero hubo diferencias en el tiempo (P <
0.05). En el primer bioensayo, la temperatura representd un factor a considerar en las
respuestas de los organismos a partir del dia 2. En el segundo, aunque se consideraron
semejantes los acuarios con organismos control y expuestos (P > 0.05), la diferencia
entre los valores maximos y minimos de los acuarios con organismos expuestos a Cr2,
fue importante (P < 0.05) (Fig. A.12).

Se obtuvo el coeficiente correlacion de Pearson, entre la salinidad y la temperatura con
los datos pareados de cada dia, pero este indicO una asociacién pobre. Se procedi6 a
desfasarlos, para asociar las variaciones de temperatura del dia 2, con los cambios en
la salinidad del dia 3. Se comprobé asi, que las variaciones de temperatura modificaron

la salinidad, en el primer ensayo (R = 0.61, P < 0.05).
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Primer bioensayo. Segundo bioensayo.
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Fig A.12. Comportamiento de la temperatura (°C) en los bioensayos bioquimicos.

Debido a que, las variaciones en estos parametros tendrian la posibilidad de modificar
la biodisponibilidad de los metales, los datos de acuarios cuyas temperaturas superaron
los 26°C fueron retirados del andlisis definitivamente. Esto implico, eliminar los
resultados de organismos expuestos al Cr a partir del segundo dia, en el primer ensayo,
y en el segundo la eliminacion de una réplica de organismos expuestos a 0.144 mgCr/L,
asi como los expuestos a 0.110 mgCd/L del quinto dia. Después de eliminar los datos

anomalos, los valores de temperatura quedaron de la siguiente manera (tabla A.37).
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Tabla A.37. Temperaturas (°C) de las pruebas bioquimicas, una vez eliminados los
datos de los acuarios con valores anémalos (promedio + DE).

Bioensayo | | Min Max Bioensayo Il Min Max General
Control 246+04 | 239 | 25.1 25.1+0.3 24.3 254 | 24904
0.088 mgCr/L | 24.4+0.3 | 242 | 247 246 +0.4 23.8 25.2 | 245+04
0.144 mgCr/L | 24.3+0.4 | 239 | 245 246 +0.8 23.1 258 | 24.4+0.6
0.120mgCd/L | 24.8+0.4 | 239 | 25.2 245+0.7 23.1 25.7 | 24.7+0.5
0.212mgCd/L | 24.2+0.4 | 239 | 247 24.8+0.6 23.7 26.2 | 246+0.5

Se realizaron nuevamente las pruebas estadisticas. Las diferencias entre temperaturas
minimas y maximas se hicieron menores de 0.7 °C y 1.5 °C alrededor de los valores

promedio en cada ensayo.

Fase subletal. Pruebas fisiologicas.

Los valores promedio de los parametros fisicoquimicos registrados diariamente en cada
camara, se presentan en la tabla A.38. fluctuacion maxima del pH fue de + 0.55
alrededor de los valores promedio. Las diferencias en este parametro se consideraron
irrelevantes. Las concentraciones de oxigeno disuelto estuvieron en general por arriba
de 3.60 mg/L, aunque las cdmaras con Cr presentaron valores menores al resto (P <
0.05), de alrededor de 3.77 mg/L. Las camaras control y con Cd, presentaron en
promedio mas de 4.08 mg/L. El amonio total, frecuentemente rebas6 0.10 mg/L. Las
concentraciones mas bajas, se midieron en las camaras control, 0.09 mg/L, mismas
gue también tuvieron la menor desviacion estandar (0.06). Los valores fueron iguales

entre los organismos que conformaron cada lote (P > 0.05).
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Tabla A.38. Parametros fisicoquimicos (promedio + DE) determinados en el
bioensayo para evaluar respuestas fisioldgicas.
pH Oxigeno disuelto | Salinidad | Temperatura Amonio total
(mg/L) ** (%0) *** (°C) " (mg/L) *

Control 8.14 +0.19 4.08 £ 0.62 21.7+13| 245%0.6 0.09 + 0.06
0.080 mgCr/L | 8.12+0.21 3.90 +0.84 21.6+1.3| 245+0.6 0.15+0.11
0.180 mgCr/L | 8.18+0.22 3.64 £ 0.95 21.7+15| 24.4+0.6 0.13+0.10
0.095 mgCd/L | 8.15+0.30 4.14 +0.85 22.0+1.3| 244+0.6 0.11 +0.09
0.170 mgCd/L | 8.23+0.27 4.14 £0.75 21.6+09 | 249+0.7 0.15 +0.09

* Diferencias entre controles y expuestos a ambos metales, ** entre controles y expuestos a Cr y ***
entre controles y expuestos a Cd (por prueba de Kruskal-Wallis, P < 0.02).

En el caso de los organismos expuestos a Cd, la salinidad y la temperatura de las
camaras con organismos experimentales, fueron diferentes de las control (P < 0.05). La
salinidad tuvo valores estables los primeros cinco dias con pocas fluctuaciones
alrededor del promedio (entre 0.1 %o a 0.5 %0). Sin embargo, a partir del dia nueve, se
presentaron variaciones. El dia 14 varias camaras presentaron 26 %., de manera que
se realizdé un recambio total del agua para un ajuste que mantuvo estable a 22 %o la
salinidad, hasta el final del bioensayo. La descompensacion en la salinidad no se
correlaciond con la mortalidad, ni con las concentraciones de ambos metales en agua y
tejido, ni con las variaciones de los demas parametros, por lo que se considera que no
afectaron las respuestas fisioldgicas derivadas de la exposicion a los metales.

La temperatura presento valores promedio que fluctuaron de 0.25 °C a 0.5 °C. Algunas
variaciones se presentaron en los primeros dos dias de ensayo, en seis de las camaras
con organismos expuestos a Cd que tardaron en estabilizarse, fluctuando alrededor del
promedio hasta en 1.5 °C y 2.0 °C. Esta situacion ya no se present6 en el resto del
experimento.

Las camaras sin organismos (SO), presentaron valores similares en los parametros
fisicoquimicos, excepto en el amonio total, ya que tuvieron niveles relativamente altos

de, 0.15 + 0.02 mg/L. Estos valores, se atribuyeron al hecho de que en estos
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dispositivos, se incorpord alimento diariamente para determinar la tasa de depositacion
de las células, mismo que pudo estar expuesto a degradacién natural bacteriana, ya

gue no fue consumido.

Comportamiento global de los parametros fisicoquimicos.

Es recomendable que durante la realizacion de bioensayos el pH no varie mas de 0.4
respecto al promedio general (APHA, 1995). La importancia de conservar niveles
adecuados del pH, asi como del oxigeno disuelto, es limitar la posibilidad de que el
metabolismo anaerobio de los ostiones interfiera en las respuestas. Por ejemplo, se ha
comprobado que a pH 7.5-8.5 el metabolismo es aerobio, y entre 5-6 ya es anaerobio
(Simkiss y Masson, 1983).

Para el trabajo experimental con ostidn, la concentracién de oxigeno disuelto no debe
estar por debajo del 40% de saturacion (APHA, 1995). Considerando la salinidad, la
temperatura, asi como la altura sobre el nivel del mar, en la cual se realizaron los
bioensayos (Cd. de México), la concentracion esperada de oxigeno en saturacion, seria
6.04 mg/L, lo que implica que el 40 % de saturacion se encontraria alrededor de 2.38
mg/L. A pesar de no existir la certeza de que niveles inferiores a este representar una
situacion de estrés para los ostiones, se eliminaron los datos generados en camaras

con menos de 2.38 mg/L de oxigeno disuelto.

APHA (1995), no especifica las condiciones 6ptimas de salinidad para bioensayos con
C. virginica. Otros experimentos se han realizado a 10, 20 y 30 %o (Roesijadi, 1996a).
La especie usualmente vive entre 5 %o y 40 %o. Las condiciones Optimas se ubican entre
14 %o y 28 %o. Este valor puede variar geograficamente, por ejemplo, en la bahia de
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Chesapeake se considera que el optimo para la especie esta entre 15 %o y 22.5 %o
(Shumway, 1996). Por lo anterior, un intervalo de salinidad entre 18 %o y 26 %o puede
considerarse adecuado para bioensayos y por ello el presente estudio se realizé en 22
%0.

El registro detallado de los parametros fisicoquimicos fue sometido a un analisis
exploratorio de los datos, al igual que todas las variables de control y de respuesta.
Este analisis se presenté en el anexo 7.3 y con él se justifica el uso de estadistica
paramétrica o no paramétrica en el analisis.

El control de parametros fisicoquimicos durante la fase en la que se evaluo el efecto
letal de los metales, indicO que se presentaron algunas variaciones en la salinidad
durante el bioensayo con Cr. En el caso del ensayo con Cd hubo variaciones en el
oxigeno disuelto y la turbidez. Asi mismo, en ambos ensayos llegé a superarse el nivel
de 0.1 mg/L de amonio total. El andlisis del comportamiento de los parametros
demostré6 que no hubo interferencia entre ellos, ni influencia de los mismos en la
mortalidad de los organismos, la cual derivé por tanto de la exposicion a los metales.
Los datos generados en las camaras que presentaron estas alteraciones fueron
descartados, incluyendo las respuestas del organismo.

Durante el desarrollo de las pruebas subletales para evaluacion de respuestas
bioguimicas el seguimiento de los parametros fisicoquimicos indicé también algunas
variaciones. En este caso, se considerd importante, hacer un andlisis profundo de su
posible interferencia en los resultados. Este andlisis llevo a concluir, que era necesario
eliminar los datos de algunos dispositivos experimentales. Una vez que llevé a cabo

esta eliminacién, nuevamente se evalué el comportamiento de los parametros,
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concluyéndose que los dispositivos eran suficientes y con informacion confiable para

interpretar las respuestas a nivel bioguimico.

Durante los bioensayos de efectos subletales para la evaluacion de respuestas
fisiolégicas, se detectaron variaciones en la salinidad, asi como bajas concentraciones
de oxigeno disuelto en algunas camaras. No pudo descartarse la posibilidad de que
hubiera un efecto sinergético entre la salinidad y otros parametros, ya que también se
observaron valores elevados de amonio total. Estos cambios se presentaron los
primeros dias del bioensayo Unicamente, pero debieron considerarse en la evaluacion
de los efectos fisiolégicos, a pesar de que, posteriormente, se encontraron dentro de un

intervalo aceptable.
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7.6 PUBLICACION ACEPTADA.
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