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RESUMEN

En este trabajo se realizé una evaluacién del efecto de los metales Cd, Cr, Pb y
sus mezclas (1:1) sobre larvas, juveniles y adultos de Argopecten ventricosus debido a
que no existen estudios de tipo ecotoxicolégicos con esta especie.

Se realizaron bioensayos con recambios de agua con duracién maxima de 30
dias. Se determiné la Concentracion letal 50 (CLsp), las unidades tdxicas, el tipo de
interaccién de las mezclas y su grado de magnificacion. Asimismo se evalué el efecto
de estos metales sobre algunos procesos fisiolégicos como la fijacion de larvas, el
crecimiento en juveniles, las tasas de consumo de oxigeno, excrecién y filtracion, se
calcul6 la relacion O:N como indice de estrés y la bioacumulacién en juveniles y
adultos. También se evaluaron 4 biomarcadores: Constitucion de la glandula digestiva,
dafio oxidativo (lipoperoxidacion), dafio genético e histopatologia.

La toxicidad de los metales y sus mezclas con base en las CLsy (96 horas) fue
(de mayor a menor toxicidad):

Larvas: Cd>Cd+Pb>Cd+Cr>Cd+Cr+Pb>Pb>Cr>Cr+Pb

Juveniles: Cd+Cr+Pb>Cd>Cr+Pb>Cd+Pb>Pb>Cd+Cr+Pb

Adultos: Cd+Cr>Cd>Cd+Pb>Cd+Cr+Pb>Cr>Cr+Pb>Pb

La interaccion observada en las mezclas con cadmio fue de potenciacién, su
grado de magnificacion varié entre 1 a 2 veces.

Se observo una reduccién en el numero de larvas que se fijaron al sustrato del
v72% al 94% en las pruebas con cadmio, asimismo hubo un decremento del 30% al
60% en el crecimiento de juveniles expuestos a este metal.

Se detect6é un aumento de la tasa de respiracion a las 24 horas de exposicion a
cadmio y plomo, pero a mayor tiempo de tratamiento ocurrié un decremento de la
misma. La relacion O:N tuvo un valor por debajo de 9, que indicé que los organismos
estuvieron en estado de estrés alto. Concentraciones de cadmio de 0.11 mg/l inhibié
en un 50% la tasa de filtracion.

La bioacumulacién de metales en juveniles y adultos sometidos a condiciones

experimentales fue: Cd > Pb > Cr, mientras que la observada en condiciones naturales
fue: Pb > Cd > Cr.
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La constitucion de la glandula digestiva, varid, observandose movilizacion de
proteinas, carbohidratos y lipidos de un 21% a 95% en tan solo 4 dias. Los niveles de
lipoperoxidacién registrados en los tejidos de la branquia y glandula digestiva
aumentaron conforme se incrementé el tiempo de exposicion de los metales cadmio y
plomo. El cromo, cadmio y la mezcla Cd + Cr + Pb tuvieron efectos genotoxicos. En la
evaluacion histopatoldgica se detectd dafio severo (atrofia) en los tejidos de la branquia
y de la glandula digestiva de los organismos expuestos a cadmio, este dafo se
incrementd con el tiempo de exposicion y parece ser el responsable de la muerte de los
especimenes.

A. ventricosus es mas sensible a los metales probados en comparacién con otras
especies tales como el ostidn japonés, A. irradians y nauplios de Artemia sp. (NMX-AA-
110-1995). Asimismo las concentraciones de metales con efectos letales y nocivos
sobre los procesos fisioldgicos obtenidas en este estudio, se encuentran entre diez a
mil veces por arriba a las registradas en las aguas de los sistemas costeros del
Pacifico mexicano y en la Ensenada de La Paz. Pero si se observé alteraciones en la
fijacion de larvas y en el crecimiento de estos organismos con concentraciones

inferiores a 50 pg/l que estan presentes en algunos sistemas costeros del Pacifico
mexicano.
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ABSTRACT

Argopecten ventricosus is a shellfish specie very adequate for to be utilyzed as
centinnel organism in environmental monitoring and xenobiotyc toxicologycal studies.
Due that there are no previous ecotoxicologycal studies on this specie, an evaluation of
the effect of cadmium, chromium and lead on larvae, juveniles and adults of this
species, was undertaken.

A series of bioessays with water changes, lasting 168 hours to 30 day, with each
metal and its mixtures in 1.1 proportion, were made. With the gathered data, the lethal
concentration 50 (CL50), the toxic units, the type of interaction between the mixtures
and its magnification level, were computed. At the same time the effect of these
xenobiotycs on some physiological processes as larvae fixation, juvenile growth,
respiration, excretion and filtration rates, the relation O:N (as stress indicator), and their
bioaccumulation in juveniles and adults, was evaluated. Also, an evaluation of four
biomarkers was made: digestive glandulae, lipid peroxidation (damage due to free
radicals), histopathology, and genetic damage (genotoxicity).

During the lethality bioessays, the toxicity of each metal and their mixtures on
basis of CLso (96 hrs.) was as follow:

Larvae Cd > Cd + Pb > Cd + Cr> Cd+Cr+Pb > Pb > Cr > Cr+Pb

Juveniles Cd+Cr+Pb > Cd > Cr+Pb > Cd++Pb > Pb > Cd+Cr > Cr

Adults Cd+Cr > Cd > Cd+Pb > Cd+Cr+Pb >Cr > Cr+Pb > Pb

In most of cases the observed interaction in the mixtures was potentiation. The
magnification level of the metals effect, ranged from 1 to 2 times, and those with
cadmium were the more toxic. The evaluation tests on larvae fixation revealed a
decrease of this process from 94 to 72% in specimens exposed to metals in comparison
with those non-exposed. An increase of breathing rate at an exposition of 24 hours was
observed and with another increase of exposition time, this process decreasead. The
O:N relation was below 9 in most of the tests, and this could be due to high stress
levels. The effect of 0.11 mg/l cadmium concentration reduces 50% the filtration rate.
Also, the metals bioaccumulation in juveniles and adults was; Cd >Pb>Cr. As a

comparison, the metal bioaccumulation in specimens under normal conditions is:
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Pb>Cd>Cr. It was observed a great protein, carbohydrates and lipids movilization of the
digestive glandulae: from 21% to 95% in only four days. During the lipid peroxidation
evaluation, the gill and digestive glandulae level of damage rise in relation to metal
exposition time. The genetic damage evaluation showed cadmium, chromium and the
mixture of Cd + Cr + Pb were the more genotoxical agents. The histopatholgycal study
revealed severe damage (atrophia) in gill and digestive glandulae. In cadmium exposed
specimens, such a damage is increased with time and seems to be responsible of
organisms death.

This shellfish specie is more sensitive to the metals tested in comparison with
other species, as the japanese oyster, Argopecten irradian and Artemia naupliae
(NMX-AA-110-1995). The use of this naupliae as indicators of toxicity level of the
effluents discharged to the coastal zone, is included in the Norma Oficial Mexicana but,
as it was already mentioned, the A. ventricosus larvae are more sensitive than Artemia
naupliae. The metals concentrations with deletereous and lethal effects on the
physiological studies carried on, are from 10 to 10,000 times over the normal
measurements recorded in Mexican Pacific coastal systems and in Ensenada de La
Paz. In some systems of the Pacific of Mexico, certain non-normal situations on larvae
fixation and individual growth were detected, in relationship with 50 pg/l metals
concentrations.
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GLOSARIO

Aclimatacién. Acostumbrar a los organismos a diferentes condiciones ambientales
tales como temperatura, luz y calidad del agua.

Antagonismo. La toxicidad de la mezcla de tdxicos o compuestos es menor a la
observada con cada uno de los xenobibticos por separado.

Bioacumulacién. Término que describe el proceso mediante el cual los organismos
acuaticos incorporan compuestos toxicos en sus tejidos.

Bioensayo. Es una prueba con un tejido, organismo o grupo de organismos
vivos que se usan para determinar la potencia de cualquier sustancia
fisiologicamente activa cuyo efecto se desconoce.

Concentracion letal 50 (CLso). Concentracion del toxico que produce la muerte del
50% de los organismos expuestos en un bioensayo. Generalmente se determina
a 96 horas.

Concentracion efectiva 50 (CEso). Concentracion del téxico que produce una
respuesta especifica, ya sea aumento o disminucion de alguna tasa metabdlica.

Concentracion letal 50 asintética. Concentracién de toxico en la cual la Clsp llega a
una constante por un tiempo de exposicién prolongado.

Depuracién. Proceso en el cual se elimina algun compuesto de los tejidos de los
organismos por medio de mecanismos fisiolégicos.

Descamacion. Desprendimiento de células del epitelio superficial debido a necrosis o
procesos degenerativos .

Exposicion. Es el contacto entre el xenobibtico y los organismos.
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Factor de bioacumulacién. En un valor (sin unidades) que describe el grado en el

cual un quimico se encuentra acumulado en los tejidos de los organismos, en
comparacién con su concentracién en el agua.

Necrosis. Muerte de células o de tejido, en organismos vivos.

Partes por billén (ppb). Unidad de un quimico, generalmente expresado en masa, por
1,000,000,000 (10°%) unidades del medio, por ejemplo agua u organismos
(tejidos). Para agua comunmente se usa ug/l, y para tejidos ng/kg 6 ng/g.

Partes por millon (ppm). Unidad de un quimico usualmente expresada en masa por
1,000,000 (10°%) unidades del medio por ejemplo agua o organismo (tejidos), en
los cuales esta contenido. Para agua generalmente se usa mg/l o ug/ml y para
tejidos mg/kg o ng/g.

Respuesta. Medicion del efecto bioldgico del material probado. En las pruebas de
toxicidad aguda esta respuesta es la muerte de los organismos.

Subletal. Concentraciones de un téxico que son menores a la CLsy, no ocasionan la
muerte de los organismos pero pueden causar alteraciones en su fisiologia.

Testigo. Organismos que no son sometidos a la exposicion de algun téxico o material
de prueba, pero si al agua de dilucién y a las condiciones ambientales
prevalecientes durante el desarrollo de un bioensayo.

Toxicidad. Efectos adversos que causan en un organismo los contaminantes. La
toxicidad es el resultado de la concentracion del material de prueba y del tiempo
de exposicion.

Toxicidad aguda. Efecto letal, u otro tipo de efecto producido en un tiempo

relativamente corto, usualmente dentro de 4 dias para peces vy
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macroinvertebrados y periodos mas cortos (2 dias) para organismos pequefios o

larvas.

Toxicidad crénica. Efectos a largo plazo que pueden estar relacionados con cambios
a nivel fisiolégico que se ven reflejados en disminucién en el crecimiento o en
alteraciones en las funciones como respiracién, excrecion filtracion etc.

Vida media. Tiempo que tiene que transcurrir para reducir la mitad de la concentracion
de xenobidtico de los tejidos de los organismos , por procesos como transporte,
degradacién o depuracion.

Xenobidtico. Compuestos quimicos que no forman parte de los sistemas biolégicos, y

son capaces de causar efectos deletéreos.
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CAPITULO1 MARCO CONCEPTUAL

1.1 Introduccién

En nuestro pais el desarrollo de las actividades industriales, agricolas,
petroleras, portuarias, turisticas y el aumento de los asentamientos humanos en la
zona maritima han generado en las Ultimas décadas, problemas en los sistemas
acudticos ya que éstos se han convertido en receptores de todo tipo de desechos, los

cuales alteran el balance natural de los ecosistemas y contribuyen a la degradacion de

los ambientes .

Las sustancias toxicas vertidas a los sistemas costeros se pueden analizar
desde dos puntos de vista: el primero en relacién al deterioro de la calidad del sistema

y el segundo en funcién a la supervivencia de los organismos nativos.

Los compuestos toxicos (xenobidticos) actuan sobre las especies a corto,
mediano o largo plazo dependiendo de su naturaleza y concentracién. Los efectos a

corto plazo se manifiestan en la eliminacion de una o varias poblaciones del

ecosistema, generalmente las mas sensibles.

Asimismo a mediano y largo plazo los organismos sufren alteraciones a nivel
bioquimico y fisiolégico que no involucran la muerte de éstos (Gadner, 1975; Brungs,
et al., 1978), pero si afectan de manera adversa e irreversible su estado de salud,
perdiendo su capacidad de sobrevivir o reproducirse, aumentando su susceptibilidad a

agentes patdgenos y parasitos, o disminuyendo su resistencia a situaciones de estrés

(Dillon y Lynch, 1981).
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Un xenobibtico es cualquier sustancia ajena al organismo, que al interaccionar
con él, le ocasiona un dafio. Ejemplos de este tipo de compuestos son los COPS

(compuestos organicos persistentes) y los metales téxicos.

Los estudios acerca de los efectos nocivos de los metales sobre los organismos
acuaticos comenzaron a desarrollarse a principios del siglo XX. Inicialmente, las
pruebas de toxicidad se realizaron con organismos de agua dulce y la primera
publicacion al respecto data de 1917, que es el resultado de un experimento en el cual
se evalud el efecto toxico del cadmio, cobre y plomo sobre peces del género Carassius

(citado en Doudoroff y Katz, 1953).

El concepto de toxicidad indica la propiedad de una sustancia que al penetrar
en el organismo le causa daro. El efecto mas evidente y evaluado en los estudios de
toxicidad es la letalidad, que es una respuesta drastica a la exposicidon a xenobiédticos,
aunque es patente que las concentraciones de los compuestos que se evaluan en
estas pruebas de laboratorio, son muy superiores a las que se presentan en el
ambiente natural (entre 10 a 1000 veces mas altas), pero son indicativas de los
efectos maximos que podrian causar los agentes toxicos sobre los organismos ( FAOQ,
1982; 1986; APHA, 1994; Albores, 1996).

En cambio, cuando la exposicion se efectia a largo plazo con dosis pequefias
del agente toxico, el organismo es capaz de sobrevivir aunque aparecen alteraciones
fisiologicas que no le causan la muerte pero si modifican su estado de “salud”.

La toxicologia acuatica estudia desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo

los efectos toxicos de los compuestos quimicos xenobidticos o naturales sobre los
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organismos acuaticos. Los efectos toxicos incluyen desde letalidad hasta cambios
fisioldgicos que alteran las condiciones del organismo, considerando las vias de
entrada, el tiempo de residencia en el organismo, los mecanismos de eliminacion, asi
como la interaccién del agente toxico con las células, tejidos y érganos (Rand y

Petrocelli, 1985).

En los organismos marinos los compuestos toxicos penetran al interior de su
cuerpo por dos medios: agua y alimento. Las vias de entrada de estos xenobidticos
son la via respiratoria, por ingestiéon junto con las particulas alimenticias y por el

contacto del agua con tejidos, como el manto.

En invertebrados, las particulas alimenticias son asimiladas intracelularmente,
donde la digestion de éstas por los lisosomas juega un papel predominante en el
proceso de solubilizacién de los metales que estan atrapados en el material ingerido.
Posteriormente los metales son transportados a todo el organismo, siendo la hemolinfa
el medio de transporte, por medio de las células sanguineas (hemocitos) o por

proteinas transportadoras (metaloproteina) (Robinson y Ryan, 1988).

La distribucion y almacenamiento de metales en los individuos, esta en funcién
de sus caracteristicas (carga eléctrica, estado o numero de oxidacién etc.) y de cual es
su dérgano blanco, es decir el 6rgano donde el metal se deposita de modo preferencial.
En general, estos xenobidticos se acumulan en los 6rganos respiratorios, digestivos,

excretores y en menor proporcién en musculo, génada y concha (Cumninghan, 1979;

Carmichael ef al., 1979; Carmichael y Fowler, 1981).
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Los efectos nocivos de los metales ocurren cuando los procesos de
desintoxicacién en el organismo no son capaces de compensar la toma de materiales
del medio ambiente, lo cual origina una saturacién, que a su vez trae como
consecuencia cambios y alteraciones en los sistemas de regulacion de iones vy,
posteriormente, en modificacién de los procesos fisiologicos normales. Existen dos
tipos de efectos de los metales toxicos sobre los organismos:

1. De tipo somatico. En este caso se alteran una o mas funciones del organismo como
resultado de exposiciones agudas o crénicas. Este tipo de efectos involucran
cambios a nivel bioquimico, fisiolégico y de comportamiento.

2. De tipo germinal. Los metales afectan las funciones reproductoras, provocando la
disminucion en la viabilidad de los gametos, desarrolio embrionario anormal que
ocasiona alteraciones morfolégicas o fisiolégicas en los individuos (efectos
teratogénicos), reduciendo sus expectativas de supervivencia (Ramade, 1989).

Los efectos de tipo somatico involucran respuestas fisioldgicas como
consecuencia de la interaccion toxico-organismo. En algunos estudios realizados con
moluscos se ha observado que las alteraciones en la alimentacion, asi como cambios
repentinos en algunos procesos fisiolégicos, tales como las velocidades de filtracion,
crecimiento y respiracion son buenos indicadores de la calidad del agua (Bayne et
al., 1979; Bryan, 1976; Cumninghan, 1979).

Actualmente existen varios indices que se utilizan como un reflejo de las
respuestas a un contaminante especifico y que proporcionan una medida del grado de

alteracion fisiolégica. A tales indices se les denomina indicadores biolégicos.
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Los indicadores biolégicos o biomarcadores se definen como sefiales
identificables (evaluacién de cambios en fluidos corporales, células y tejidos) que
proporcionan advertencias tempranas del dafio provocado por contaminantes

(Koeman, 1991).

Los biomarcadores determinan las respuestas a los agentes tensores a nivel
subcelular y celular, que podrian desencadenar efectos indeseables sobre la fisiologia
de los organismos. Ejemplos de estas sefales son los dafios en procesos enzimaticos
o la formacién de productos derivados por el metabolismo del xenobidtico, los cuales
son indicadores de que el organismo tuvo contacto con el contaminante. Ademas la
interaccién del xenobidtico y los organismos puede provocar un deterioro en su
estado de “salud’. Ejemplos de lo anterior son la formacion de aductos de DNA,
presencia de tumores y necrosis de los tejidos ( Foster et al.,, 1992; Gadner y Pruell,

1987; Hebert y Zahn, 1990).

La ventaja de utilizar las respuestas fisioldgicas como indices de estrés
originadas por la exposicién a contaminantes, radica en el hecho de que es posible la
deteccion, en sus primeras fases, de dafio biolégico potencial en organismos que
habitan en areas impactadas. Aunque se deberia poder discriminar entre las
respuestas ocasionadas por el efecto de contaminantes y las originadas por causas

ambientales (Barrett y Rosemberg, 1981).

Las investigaciones acerca de los metales toxicos en los sistemas del Pacifico
mexicano son limitadas, si se comparan con las realizadas en el Golfo de México y en

otras partes del mundo. Se han realizado estudios de la presencia y niveles de
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metales en aguas y sedimentos de algunos lugares localizados en los estados de
Baja California, Baja California Sur, Sinaloa y Oaxaca (P&ez-Osuna y Osuna-Lopez,
1987: Gutiérrez-Galindo et al., 1990; 1991; Botello et al., 1994; Villanueva y Botello,
1998; Shumilin et al., 2001).

En cuanto a su orden de magnitud con respecto a las concentraciones
registradas (de mayor a menor), los metales presentes en las aguas y sedimentos de
los sistemas del Pacifico mexicano son: (Botello et al., 1994; Villanueva y Botello):

Cr>Pb > Cd.

El cromo es moderadamente toxico para los organismos marinos, afecta la
glandula digestiva, riidn y bazo (Moore, 1991), ademas es genotdxico en su forma de
Cr*¢ (hexavalente). Se considera que es carcindgeno, debido a que induce la
formacion de sitios de rotura en la cadena del ADN. También produce aberraciones
cromosdmicas (Gauglhofer y Bianchi, 1991).

El plomo reduce la capacidad reproductora de los organismos, inhibe la
actividad de la Na-K ATPasa, altera el funcionamiento de los sistemas de reparacion
del ADN, causa aberraciones cromosémicas, incrementa la produccién de radicales
libres y es neurotéxico (USEPA, 1989; Ewers y Schiikoter, 1991).

El cadmio provoca necrosis en el epitelio branquial (Kluytmans et al., 1988),
altera la permeabilidad en la membrana de los lisosomas y la funcion de algunas
enzimas vitales. También existen evidencias de que el cadmio es genotéxico debido a
que inhibe los sistemas de reparacion del ADN y forma aductos uniéndose a la

adenina y purina (Moore, 1991; Stoeppler, 1991).
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1.2 Antecedentes

Los moluscos bivalvos poseen caracteristicas para considerarios como modelos
adecuados en los estudios con contaminantes, ya que reflejan los niveles ambientales
de xenobidticos presentes en los ecosistemas estuarinos y marinos. Asimismo, el
hecho de que sean sésiles, faciles de obtener, de amplia distribucién geografica y con
una longevidad relativamente larga, los hace candidatos para ser considerados como

especies bioindicadoras u organismos centinelas (Phillips, 1977; Goldberg et al., 1983,;

Phillips y Segar 1986).

Programas de vigilancia a nivel mundial (Mussel watch), se han venido
desarrollando desde hace mas de 21 anos, utilizando moluscos como bioindicadores
de la presencia de contaminantes en los ambientes, preferentemente se han utilizado
organismos del género Mytilus (M. edulis, M. galloprovincialis) para este propdsito. Este
tipo de investigaciones se han desarrollado en diferentes paises como Estados

Unidos, Canada, Hong Kong, Australia, Tailandia, Inglaterra, Francia, Espana,

Noruega y Finlandia (Rainbow, 1995).

En México desde 1987 se han realizado trabajos de monitoreo utilizando como
organismos centinela a los mejillones Mytilus californianus y Modiolus capax, tanto en el

Golfo de California, como en la costa occidental de la peninsula de Baja California

(Gutiérrez-Galindo et al., 1990; 1999).

Asimismo, varias especies de ostiones del género Crassostrea han sido

consideradas como indicadoras de las concentraciones de metales presentes en los
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sistemas costeros del Golfo de México y del Pacifico mexicano (Gutiérrez-Galindo et

al., 1991; Botello et al., 1992; 1994; Villanueva y Botello, 1998;).

Los niveles de metales detectados en los ostiones del género Crassostrea
procedentes del Golfo de México, fueron de acuerdo a su orden de magnitud

(Villanueva y Botello, 1998 ): Cd > Cr > Pb.

La concentracién promedio de cadmio en los tejidos de estos organismos fue
de 4.67 + 1.76 ugl/g, mientras que los niveles de cromo estuvieron en el orden de 3.7

+ 2.0 ug/g, en tanto que los de plomo fueron de 2.7 + 1.7 ug/g (Botello et al., 1994,

Villanueva y Botello, 1998).

En los mejillones y ostiones que habitan los litorales del Pacifico mexicano, se
detectaron los siguientes metales de acuerdo a su orden de magnitud (Gutiérrez-

Galindo et al., 1991; 1999; Villanueva y Botello, 1998). Cd > Pb > Cr.

Los niveles promedio de cadmio en los tejidos de estos organismos fueron de

21.79 £ 22.49 ngl/g, de plomo 2.59 + 4.04 ug/g y de cromo 0.63 £ 0.37 ug/g.

De todo lo anterior, es claro que en nuestro pais no se han desarrollado
estudios integrales en lo referente a una evaluacién de la presencia y niveles de
metales toxicos y que de modo simultaneo, se determinen los efectos de estos

xenobidticos sobre los organismos bajo consideracion.

A diferencia de otras sustancias toxicas, algunos metales son parte esencial de

los seres vivos, ya que intervienen en los procesos cataliticos que ocurren dentro de

las células (Lehninger, 1975).
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Los efectos de los metales toxicos sobre los organismos se caracterizan por
alterar una amplia variedad de sistemas enzimaticos presentes en los compartimientos
intracelulares. Las magnitudes de estas manifestaciones tienen una relacién directa
con la concentraciones de los metales, asimismo las perturbaciones a nivel celular se

reflejan en alteraciones de los procesos fisioldgicos (Lenhinger, 1975).

Se han realizado estudios utilizando como modelos a diversas especies de
ostiones, almejas y mejillones, en los cuales se ha observado que los metales
producen efectos cuya gravedad esta en funcién de la concentracion del metal y del
tiempo de exposicion.

Martin et al., (1981) observaron que al exponer embriones de ostiones y
mejillones a concentraciones de 1.2 mg/l de cadmio, 4.5 mg/l de cromo y 0.89 mg/l de
plomo, se detectaron anormalidades en 50% de las larvas de estos organismos,

ademas de que su viabilidad disminuy6 desde 30% hasta 80%.

Se han detectado alteraciones en algunas tasas metabdlicas como respuesta a
la exposicion de metales. Ejemplo de esto son los estudios realizados por Lin et al.,
(1993), quienes expusieron al ostion japonés (Crassostrea gigas) a diferentes
concentraciones de cadmio y cromo, observando un decremento en la tasa de
filtracién de estos organismos en relacion al aumento en la concentracion de metal. Un
hecho similar fue observado por Abraham et al., (1986) en el bivalvo Villorita

cyprinoides expuesto a cadmio y plomo.

Cheung et al., (1995) determinaron que los metales cadmio y cromo provocan

un decremento en la tasa respiratoria de Perna viridis, aunque también causan un
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aumento en su tasa de excrecion. Langston, (1990) observé que al reducirse la
estabilidad de la membrana de los lisosomas por efecto del cadmio, se alteran
funciones como la tasa de crecimiento y de filtracion de los mejillones Mytilus edulis. En
individuos de esta misma especie, expuestos al cobre Grace y Gainey, (1987)

observaron una disminucién tanto de su ritmo cardiaco, como de su tasa de filtracién.

Los estudios de histopatologia realizados con moluscos son escasos en
comparacion con los verificados con peces (Gadner y Pruell, 1987; Overstreet, 1988;).
A pesar de esta situacion, se conoce relativamente bien que los tejidos que sufren
dafios ocasionados por la exposicion a metales pesados, pertenecen a los siguientes

érganos: branquia, glandula digestiva y rifién.

Carmichael y Fowler, (1981) observaron en almejas del Golfo de México
Argopecten irradians, expuestas a concentraciones de cadmio superiores a 0.5 mg/l, que
las células renales manifestaban degeneracion del citoplasma, aumento de vacuolas y
de concreciones en las membranas basales, siendo estas estructuras el sitio de
depdsito del metal. Burbidge et al., (1993) detectaron en mejillones (Mytilus edulis)
que fueron expuestos al zinc, danos en los tubulos de la glandula digestiva, con
evidente necrosis y reduccion tisular; la branquia también manifestd signos de dafio y
degeneracion. Asimismo, Bowmer et al., (1994) notaron que el bivalvo intermareal
Cerastoderma edule expuesto a metales pesados, presentes en las cenizas originadas
por la combustion de carbdn, present6 lesiones en la glandula digestiva que se

relacionaban con la mortalidad de estos organismos.

10
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Finalmente Gold- Bouchot et al., (1995) encontraron alteraciones en el tejido de
la branquia (edema y hiperplasia de células epiteliales), tubo digestivo (inflamacion y
necrosis de membrana basal) y diverticulos digestivos ( necrosis y aumento de

hemocitos) en ostiones (Crassostrea virginica) expuestos a cadmio.

Se conocen alrededor de 300 especies de almejas pertenecientes a la Familia
Pectinidae que se localizan en todos los mares tropicales, subtropicales y templados
del océano mundial (Mottet, 1979). Aunque 30 de ellas se encuentran en el litoral del
Pacifico mexicano (Keen, 1971), solo tres son consideradas de importancia
economica: Argopecten ventricosus (la almeja catarina), Euvola vogdesi (almeja voladora)

y Lyropecten subnodosus (almeja mano de ledn) (Holguin, 1976; Baqueiro et al., 1982).

La almeja catarina (Argopecten ventricosus) €s un recurso pesquero importante
en el estado de Baja California Sur, ya que en ésta entidad se pesca el 95% de la
produccién nacional. Hace 30 afios su consumo era local aunque, posteriormente, en
la década de 70’s el producto se comercializd a mayor escala. Desde entonces la
produccion de estos moluscos ha disminuido de 86% a 16 % (Secretaria de Pesca,
1988; Semarnap, 1999). La causa de este decremento se atribuye Unicamente a la
sobreexplotacion, ya que no existen estudios de caracter ambiental para conocer otras

causas probables que pudieran haber originado el abatimiento de los bancos.

Argopecten ventricosus se distribuye desde Isla de Cedros, Baja California y
‘Golfo de California hasta el norte de Peru (Keen, 1971). Habitan generalmente en
aguas someras de lagunas, ensenadas y bahias protegidas, sobre fondos lodosos o

arenosos, en ocasiones estan asociadas a macroalgas o pastos marinos y se

11
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alimentan de particulas que atrapan por filtracién, en la interfase sedimento-agua.

Ambas condiciones hacen que estos organismos sean idoneos para considerarlos

como posibles "centinelas" o bioindicadores en estudios de monitoreo ambiental.

Las investigaciones realizadas con esta esbecie se han dirigido principalmente
a aspectos de su anatomia, fisiologia, crecimiento, reproduccion, desarrollo y, desde
luego, a su cultivo (v.gr.: Silva-Loera, 1986; Caceres-Martinez et al., 1987; Hernandez
y Singh, 1988; Avilés-Quevedo, 1990; Caceres-Martinez y Rodriguez-Jaramillo, 1990;
Chavez y Caceres-Martinez, 1992; Carmona y Ramirez, 1994, Villalejo, 1992,
Signoret et al., 1996; Monsalvo-Spenser et al., 1997; Maeda et al., 1997, Sicart, 1999),
sin embargo y hasta la fecha, los estudios sobre el efecto de metales toxicos sobre

estos organismos son practicamente nulos.

Desde la década de 60’s en otros paises se han realizado estudios sobre el
efecto y la acumulacién de xenobiéticos en pectinidos, observandose que concentran
metales en sus tejidos eficientemente, en comparacién con otros moluscos como los
mejillones (Brooks y Rumsby, 1965; Vattuone et al., 1976). Este hecho es importante
debido a que, como se menciond anteriormente, muchas especies de almejas son
objeto de pesquerias comerciales. También se ha observado que los pectinidos
concentran cadmio mas eficientemente que otros moluscos. Este hecho fue indicado
por Brooks y Rumsby, (1965) para Pecten novae-zelandie y por Palmer y Rand, (1977)
para Placopecten sp. Topping, (1973) detectd concentraciones elevadas de cadmio en

Pecten maximus, asimismo Bryan, (1973) también encontré concentraciones elevadas

12
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de cadmio en esta especie en comparacion con los valores registrados para Chlamys

opercularis.

Pesch et al., (1979) realizaron un trabajo experimental con almejas del Atlantico
(Argopecten irradians) exponiéndolas a concentraciones subletales de cadmio durante
3 semanas. Al término de este periodo, registraron un aumento de 250% en la

concentracion de metal en los tejidos de los especimenes expuestos en comparacion

con el testigo.

Nelson, (1976) realizé pruebas de letalidad con esta misma especie de almeja,
para determinar su respuesta ante la presencia de metales téxicos y evidencié que el
orden de sensibilidad a los metales probados, de acuerdo a su toxicidad fue: Ag > Hg
> Cd > As. Por su parte, Pesch et al., (1979) detectaron en ensayos de letalidad, que
el desprendimiento del biso precede a la muerte de las almejas del Atlantico que

habian sido expuestas a concentraciones elevadas de cobre y cadmio.

Pesch y Stewart, (1980) observaron inhibicion en el crecimiento de juveniles de
almeja del Atlantico, expuestos a concentraciones de 0.6 a 1 mg/l de cadmio durante

20 dias y también notaron, que en concentraciones de 1.31 mg/l del metal la tasa de

crecimiento se redujo un 50%.

Finalmente, Carmichael y Fowler, (1981) detectaron que el cadmio se acumula

principalmente en el rifidn de las almejas del Atldntico y causa lesiones en este

érgano.
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Efecto de los metales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina MARCO CONCEPTUAL

1.3 Justificacion

En nuestro pais no se han realizado estudios de tipo integral sobre la presencia
y efecto de contaminantes en los sistemas costeros, a pesar de que el grado de
contaminacion se ha incrementado a la par con el desarrollo de los asentamientos
humanos y de las actividades portuarias, turisticas, industriales, agropecuarias y
petroleras. La mayoria de las ciudades situadas en la zona costera carecen de la
infraestructura adecuada para conducir, tratar y disponer de sus aguas residuales y
no se han realizado estudios sistematizados para conocer la composiciéon de los
desechos que se vierten a los sistemas acuaticos.

En México, son escasos los estudios ecotoxicolégicos realizados con moluscos
y en el caso de la almeja catarina (Argopecten ventricosus) son inexistentes, a pesar de
gue es una especie de importancia econdémica.

La informacién generada en esta linea de investigacion es util para la
implementacién de medidas en el manejo adecuado de las especies, garantizar su
permanencia en el medio natural y continuar con las politicas del “Desarrollo
sustentable" con la proteccion de los organismos susceptibles de sufrir dafos por la
presencia de compuestos toxicos en su entorno ambiental.

Por todo lo anterior, en este estudio se pretende evaluar el efecto de los
metales toxicos mas abundantes en los sistemas del Pacifico mexicano cadmio, cromo,
plomo y sus mezclas sobre larvas, juveniles y adultos de la almeja catarina (4rgopecten
ventricosus) con objeto de determinar la secuela que tales xenobiéticos tienen a través

de biomarcadores de exposicion y de efecto.
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1.4 Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion aguda y subletal de los metales
cadmio, cromo, plomo y sus mezclas sobre la almeja catarina en diferentes

etapas de su desarrollo (larvas, juveniles y aduitos).
1.5 Objetivos particulares

1. Determinar las respuestas de la almeja catarina en pruebas de exposicién
aguda y subletal a los metales y sus mezclas a través de parametros
fisiolégicos: fijacion de larvas, crecimiento, supervivencia, tasas de respiracion,

excrecion y filtracion, determinacién del grado de estrés y bioacumulacion.

2. Evaluar la respuesta de los juveniles y adultos de almeja catarina
expuestos a los metales y sus mezclas por medio de biomarcadores:
composicion quimica de la glandula digestiva, lipoperoxidacion, dafio en el

ADN e histopatologia.

3. Determinar el tipo de interaccion de las mezclas de metales (aditividad,

potenciacion y antagonismo) y el grado de magnificaciéon de su efecto.

1.6 Hipétesis

Si los niveles de los xenobiéticos presentes en el medio ambiente tienen efectos
nocivos sobre las almejas catarinas (Argopecten ventricosus), entonces estos efectos se

verian reflejados en |a fisiologia de estos organismos.
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CAPITULO 2 METODOS PARA EVALUAR LOS EFECTOS DE LOS METALES Y
SUS MEZCLAS EN Argopecten ventricosus

Los organismos que se utilizaron para realizar este estudio fueron donados por
el Laboratorio de Cultivo de Moluscos, de la Universidad Autbnoma de Baja California
Sur. Las almejas se encontraban en el “Parque de Cultivo” o “vivero”, que se localiza
en una ensenada aledafa al Puerto de Pichilingue cercana a las instalaciones de la
UABCS, en jaulas suspendidas por medio de flotadores a una profundidad no mayor a

4 metros (Figura 1).
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Figura 1. Localizacién del vivero donde se cultivan las almejas catarinas (Argopecten

ventricosus), que forma parte de las instalaciones de la U. Pichilingue de la UABCS.
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e s s o Gasispaniazases

Cada tres meses durante un periodo de tres afios se recolectaron manualmente
organismos del vivero, se tomaron muestras de agua y se evalud in situ la salinidad y
temperatura. Los especimenes y las muestras de agua se transportaron en hieleras de
plastico al laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN, lugar donde se

desarrollé la parte experimental de esta investigacion.

2.1 Induccién en el laboratorio para la obtencion de larvas de almeja catarina

Organismos reproductores de A. ventricosus provenientes del vivero de
Pichilingue o del Puerto San Carlos, localizado en Bahia Magdalena B.C.S., se
recolectaron y fueron transportados a las instalaciones del laboratorio de Cultivo de
Moluscos de la UABCS.

En el laboratorio se realizé una inspeccion visual para seleccionar a los
individuos “maduros” (con génada evidente) y aquéllos que tenian esa condicion se
sometieron a estimulacidon térmica para inducir el desove. Este proceso denominado
por Lossanoff y Davis (1963), como “choque térmico”, consiste en variar de forma
alternada la temperatura del agua donde se encuentran los organismos de 18 °C hasta
27 °C.

Después de la induccion, 14 + 2 organismos se colocaron en canastas de
plastico (denominadas canastas Nestier), mismas que se sumergieron en tanques de
fibra de vidrio con capacidad para 1500 litros, con agua marina filtrada (15, 10, 5y 1

um) e irradiada con luz ultravioleta (UV).

A las 12 + 2 horas después de la estimulacion se retiraron los reproductores de

los tanques de cultivo. Los procesos de desove, la fecundacion, el desarrollo del primer
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estadio larval (trocéfora) y del segundo (larvas veliger “D") se verificaron en las
primeras 18 horas ‘después del choque térmico.

Las larvas que ée encontraban en estadios de veliger “D” (85 a 96 um de
altura) (Figura 2), se concentraron por medio de una malla de 50 micras a un volumen
de 1litro. Se tom6 1 mi de esta suspensién para realizar un conteo por quintuplicado en

una camara Sedgwick-Rafter, para determinar el niumero de larvas presentes.

Figura 2. Larvas veliger “D” de Argopecten ventricosus de aproximadamente 96 um de

altura y de 8 dias de edad.
Posteriormente las larvas “D” se colocaron en estanques de 500 litros de

capacidad, llenos con agua marina filtrada e irradiada con luz UV, a una densidad de 5

larvas/ml. Se mantuvieron a 36 %, 23 +2 °C y con suministro diario de alimento, que
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consistio en una mezcla de microalgas (Isocrysis galbana. y Chaetoceros calcitrans), a
densidades de 80,000 a 120,000 cel/ml.

Parte de las larvas “D” obtenidas, se transportaron al laboratorio de Biologia
Experimental del CICIMAR-IPN, donde permanecieron de 2 a 4 dias en aclimatacién
(APHA, 1994), en las siguientes condiciones: 36 %o, 20 £ 2 °C y burbujeo constante.
Asimismo se les alimenté diariamente con una mezcla de las microalgas Tetraselmis
sp. Y Chaetoceros sp. a una densidad de 300,000 a 800,000 cel/ml, cultivadas con
medio F/2 Guillard (Stein, 1973).

Otra parte de la cohorte se mantuvo en las instalaciones de Pichilingue durante
un periodo maximo de 21 dias, hasta que alcanzaron el estadio de pediveliger (con
mancha ocular; 200 a 350 um de altura). Al llegar a este estado, las larvas se
transportaron al laboratorio del CICIMAR para iniciar la etapa de aclimatacion (2 dias) y
posteriormente efectuar los bioensayos.

En el periodo de aclimatacidén y durante el desarrollo de los experimentos, los
parametros ambientales fueron analogos a los que se registraron en los sitios donde

se recolectaron a los organismos (Tabla 1).

2.2 Evaluacion del efecto de los metales y sus mezclas sobre larvas de A.
ventricosus

Los efectos de los metales sobre las larvas de almeja catarina se evaluaron en
bioensayos con recambios de agua. Se realizaron un total de 6 pruebas: 3 con larvas
veliger “D” de 8 + 2 dias de edad y 3 con larvas pediveliger de 18 + 2 dias de edad. Se

utilizaron en total 2800 larvas.
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Tabla 1. Condiciones en las que se realizaron los bioensayos con Argopecten ventricosus expuesta a metales toxicos.

TIPO DE DURACION CONCENTRACIONES ORGANISMOS POR TEMP°C SAL. % EVALUACIONES
ESTADIO BIOENSAYO  HORAS. PROBADAS CONCENTRACION pH REALIZADAS
Larvas Con recambio 168 5 por quintuplicado y 200 + 10 21+1°C, 36 +1%0 Letalidad
Veliger D (8 dias) deaguaa48h un testigo 7.98 £ 0.56 Clso
84 — 90 um
Larvas Con recambio 4 por triplicado y un 300+ 7 21 + 1°C, 36x1%0 Fijacion de las larvas
Pediveliger 20 de aguaa48h 72 testigo 7.98 + 0.56
dias)
176 -200 ym
Juveniles Con recambio 168 5 por triplicado y un 30+ 30 20 +1°C, 36 +1 %o Letalidad (Clso), Respiracién-excrecion,
(3-4 meses) deaguaa48h testigo 7.99+ 0.13 Tasa de fittracion, refacién O:N,
510 mm Bioacumulacién
Con recambio 168 2 por triplicado y un 60 20 +1°C, 36 +1 %o Lipgzi:;ﬂgﬁ?‘ﬂ.; agi‘;gset'i‘vé;ico
deaguaa48h testigo 7.99=+ 0.13 ’ e
Con recambio 30 dias 3 por triplicado y un 60 20 +1°C, 36 1 %o Crecimiento, bioacumulacion
deaguaa48h testigo 8.02+ 0.13
Conrecambio 180dias 3 por triplicado y un 40 20 £1°C, 36 =1 %o Bioacumulacion
deaguaa96h testigo 799+ 0.13
Adultos Con recambio 168 5 con replicay un 10+ 8 20 £1°C, 3611 % Letalidad (CLso), respiracién-excrecion
38 - 50 mm de aguaa 48 h testigo 7.99+0.1 Relacién O:N, tasa de filtracién
(12- 14 meses) Bioacumulacion
Con recambio 168 2 por triplicado 20 +1°C, 36 1% ipoperoxidacion, dafio genético
; 24 Histopatologia
de aguaa48h y un testigo 7.84+0.34 Comp. Quim. g. Digestiva
Con recambio  180dias 3 por triplicado y un 25 20+1°C, 36 £1 %o Bioacumulacién

deaguaa9h

testigo

7.84 £0.34

20
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Los metales fueron suministrados en los experimentos por medio de soluciones

patron, que fueron preparadas a partir de las siguientes sales: CdCl, (Baker, pureza
99%), K,Cr,0, (Merk, 99.5%) y Pb(NOs), (Baker 99%). Las disoluciones se

prepararon con agua deionizada, siguiendo las recomendaciones de APHA (1994) y
FAO (1982, 1986). Las concentraciones de las soluciones patrén se comprobaron por
espectrofotometria de absorciéon atémica en un equipo Perkin Elmer mod. 3100 en
flama, siguiendo los métodos descritos por AWWA, 1968, APHA, (1994) y ASTM,
(1994).

2.3 Supervivencia de larvas veliger y pediveliger de A. ventricosus

Para evaluar el efecto téxico de los metales cadmio, cromo, plomo y sus
mezclas sobre la supervivencia de las larvas veliger (“D”) y pediveliger de almeja
catarina, se efectuaron 4 microbioensayos, siguiendo las recomendaciones de Hunt et
al., (1998). Se utilizaron placas multipozos, cada pozo con un volumen de 3 ml. En
estas pruebas se realizaron recambios de agua cada 24 horas, para mantener
constante la concentracion de los metales. Se probaron 4 concentraciones de metal
por quintuplicado ademas de un testigo (Tabla 2).

Posteriormente se realizaron bioensayos con las siguientes mezclas de
metales, en proporcion 1:1 Cd+Cr, Cd+Pb, Cr+Pby Cd + Cr + Pb, se probaron 4
concentraciones de cada mezcla, ademas de un testigo por quintuplicado. (Tabla 2).

Cada 24 horas se evalué la supervivencia de los organismos para cada
concentracion de metal o mezcla por medio de observaciones directas con la ayuda de

un microscopio de diseccion (Olympus).
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Tabla 2. Concentraciones de metales utilizadas en los bioensayos con larvas juveniles y adultos de Argopecten ventricosus.

Evaluacién METALES (mg/l) MEZCLAS DE METALES (mg/l
Cadmio Cromo Plomo Cd+Cr Cd+Pb Cr+Pb Cd+Cr+Pb
Letalidad (L) 25, 0625, 2.5, 0.625, 2.5, 0.625, 25,062,015y {25,062, 015y | 2.5,0.62 0.15y 25,062 015y
0.156 y 0.039 [0.156 y 0.039.| 0.156 y 0.039. 0.067 0.067 0.067 0.067
Letalidad (J) 25,125,062, | 10,5,251.25 | 4.5, 2.25,1.12, 1,05,0125y | 1,05,0.125 y 1,05,0.125 y 1,05,0.125 y
0.31 y 0.156 y 0.62 0.56 y 0.28 0.062 0.062 0.062 0.062
Letalidad (A) 2,0.5,0.125, 12,3,0.78, [10,5,125y062| 4,1.0,025y 6,1.5,037y 6,15,037y 3,1.5,0.75,0.375
0.031 y 0.0075 0.19y 0.048 0.06, 0.093 0.093 y 0.093
Fijacién de 25,125 031y | 25,1.25,0.31 | 25,125,031y | 25,125 07y | 25,125 07y 25,125,077y 25,1.25,07y
larvas 0.07 y 0.07 0.07 0.39 0.39 0.39 0.39
Crecimiento (J) 10,1, 0.1y 0.01 10,1,01y 10,1,0.1y0.01 nr nr nr 10,1,0.1y0.01
0.01
Consumode O, | 2.5,1.25 062, | 10,5 251.25 1 45,225,112, | 2,1,0.5, 025y | 2,1,0.5,025y | 2,1,05, 025y |1,0.5,0.25 0.125
Excrecién de 0.31 y 0.156 y 0.62 0.56 y 0.28 0.125 0.125 0.125 y 0.062
NH3’N, tasa de
aclaramiento y
bioacumulacién
J
Consumo de O2 2,05, 0.125, 12,3,0.78, {10,5,1.25y062( 4,1.0,025y 6,1.5, 037y 6,15 037y 3,1.5,0.75,0.375
Excrecién de 0.031 y 0.0075 0.19y 0.048 0.06, 0.093 0.093 y 0.093
NH3'N, tasa de
aclaramiento y
bioacumulacioén
(A)
Bioacumulacién | 0.2,0.05y0.02 | 0.33y0.032 0.75y 0.187 nr nr nr nr
subletal (J)
Biomarcadores 0.35 (aguda) 5.0 (aguda) 3.0 (aguda) 5.35 3.35 8 8.35, 3.0 (agudas)
(J) 0.02 (subletal) | 0.05 (subletal) | 0.05 (subletal) 0.120 (subletal)
Biomarcadores 0.5 85 6.5 9.0 7.0 15.0 3.0,06
(A)
Histopatologia 0.75,0.18 y nr 0.75,0.18 y nr 1.5,0.37y 0.09 nr nr
0.046 0.046

22




Efecto de los metales Cd. Cr, Pby sus mezclas en la almeja catarina METODOS

La muerte de los especimenes se determiné de acuerdo a los criterios
establecidos por FAO (1982; 1986).

Con los datos obtenidos, se determiné la ClLso (Conce'ntracién Letal 50)a 24, 48
y 72 horas, por medio del método Probit (Finney, 1971).

En los bioensayos con mezclas de metales se evalud su tipo de interaccion
(antagonismo, aditividad o potenciacion), por medio del calculo de las unidades toxicas

propuesto por Sprague y Ramsay (1965) utilizando la siguiente relacién:

_ [Almeta [Blmetal

UT.
Aciso Beuso

(1)

Donde

U.T. = Unidades toxicas.

[Almeta = Concentracion del metal A en la mezcla (mg/l).
Aciso = Valor de CLsp a 96 horas del metal A (mg/!).
[Blmetat = Concentracion del metal B en la mezcla (mgll).

Bcuso = Valor de CLso a 96 horas del metal B (mg/l).

El factor de magnificacién (F.M.), que indica el nimero de veces que se
incrementa el efecto toxico de las mezclas cuya interaccién fue de potenciacion, se

evalub con la relacion propuesta por Marking (1977).

1
FM. = (2)
UuT. -

Donde

U.T.= Unidades toxicas.
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2.4 Fijacion de larvas pediveliger

El efecto de los metales sobre la fijacién de las larvas al sustrato se evalud
mediante un bioensayo, en el cual se probaron 4 concentraciones de cada metal y de
las mezclas por triplicado (Tabla 2). Se utilizaron un total de 300 organismos por
concentracion.

El experimento se realizdé en cristalizadores de vidrio Pyrex con capacidad de
400 ml. En el fondo de éstos se colocaron sustratos, consistentes en placas delgadas
de vidrio (Roosenburg et al., 1980), las cuales se revisaron cada 24 horas con ayuda
de un microscopio de diseccion (Olympus). Se efectué un conteo del numero de
organismos adheridos a las placas, para determinar los porcentajes de especimenes
fijos y no fijos a las 24, 48 y 72 horas (Roosenburg et al., 1980).

Con los datos obtenidos se determiné la CEsp (Concentracién Efectiva 50) que
es la concentracién de metal, donde se observé una disminucién del 50% en la fijacion
de larvas en comparacion con el testigo.

Las condiciones que prevalecieron durante este experimento se resumen en la

Tabla 1.

2.5 Evaluacion del efecto de los metales y sus mezclas sobre juveniles y adultos
de A. ventricosus

Para evaluar el efecto téxico de los metales y sus mezclas sobre juveniles y
adultos se realizaron 7 bioensayos con juveniles de 3 a 4 meses de edad y 10

experimentos con adultos de 12 a 14 meses de edad.
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Se utilizaron un total de 756 juveniles y 621 adultos para la realizacioén de los

diferentes experimentos.

2.6 Evaluaciéon de la tasa de crecimiento de juveniles expuestos a metales
toxicos

En pruebas con juveniles de 3 £ 0.5 mm de altura, expuestos a los metales Cd,
Cr, Pb y la mezcla Cd + Cr + Pb, durante 30 dias, se evalud el efecto de estos
xenobidticos sobre su crecimiento.

Se probaron 3 concentraciones de cada metal y de |a mezcla Cd + Cr + Pb
ademas de un testigo sin toxico, por triplicado (Tabla 2). Se expusieron 60 organismos
en cada concentracidn. Durante el experimento, las almejas fueron alimentadas
diariamente con una mezcla de microalgas Tetraselmis sp. Chaetoceros Sp, con una
densidad de 600,000 £ 150,000 (Avilés-Quevedo, 1990).

Al inicio y término del experimento los especimenes se midieron para determinar
su altura, con un microscopio de diseccidn provisto de una reglilla graduada y
calibrada en um (Olympus).

La tasa de crecimiento se calculé mediante |a relacién propuesta por Stromgren

(1982):
TC = Nfnat = Doinicial

(3)

Tiempo
Donde

T.C. = Tasa de crecimiento (mm/dia).
h fna = Altura de los organismos en el tiempo final de observacién (mm).

h iniciat = Altura de los organismos al inicio del experimento (mm).
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Tiempo = Dias.

El aumento de la biomasa de los juveniles, se determiné por la diferencia del
peso seco de los especimenes al inicio y al final del experimento.

Treinta organismos de cada tratamiento, fueron extraidos de su concha y se
pesaron en una balanza analitica (Mettler, mod. Toledo, ag2-45 de + 0.01 mg) para
determinar su peso humedo. Posteriormente se colocaron en una caja Petri y se
secaron en un horno a 60 - 70 °C por un lapso de 12 horas o hasta alcanzar peso
constante. Después las muestras se colocaron en un desecador durante una hora e
inmediatamente se pesaron para determinar tanto el peso seco como su porcentaje de
humedad.

Con los datos obtenidos se determiné la CEsp (Concentracion Efectiva 50), que
es la concentracion de metal donde se observé una disminucidn del 50% en la tasa de
crecimiento en comparacion con el testigo.

Las condiciones que prevalecieron durante el desarrolio de esta prueba se

resumen en la Tabla 1.

2.7 Supervivencia de juveniles y adultos de almeja expuestos a metales toxicos
Las pruebas de letalidad o de intoxicacion aguda se llevaron a cabo con juveniles
de 3 a10 mm de alturay adultos de 40 a 50 mm de altura.

Se efectuaron bioensayos con recambios de agua cada 48 horas, siguiendo los



Efecto de los metales Cd. Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina METODOS

experimento para evitar la evaporaciéon del agua y la variacion de los niveles del
metal.

Se probaron 5 concentraciones de los metales y sus mezclas por triplicado,
ademas de un testigo sin téxico y otro sin organismos (Tabla 2). Se colocaron 10
juveniles por recipiente. El tiempo de duracion de las pruebas fue de 168 horas.

Los experimentos con adultos se realizaron en acuarios de 12 litros de capacidad
en donde se colocaron de 5 a 6 organismos por acuario (Figura 3). Se probaron 5
concentraciones de los metales y sus mezclas por duplicado, ademas de un testigo
sin toxico y otro sin organismos (Tabla 2). Estas pruebas tuvieron una duracién de 168
horas.

El agua marina que se utilizd en todos los bioensayos, fue filtrada (5 y 1 um) e
irradiada con luz UV,

Cada 48 horas se evaluaron los siguientes parametros en ambos experimentos:
niveles de metales en el agua, por medio de un espectrofotémetro de absorcion
atomica (AA Perkin Elmer mod. 3100), concentracién de oxigeno con un oximetro
(Cole Palmer Mod. 5946-55), pH con un potenciometro (Orion Mod.520A), salinidad
con refractometro (Makko), temperatura con termémetro de 0.1 °C de precision y
concentracion de amonio, segun el método descrito por Lind (1985).

Ademas cada 24 horas se registr6é la supervivencia de los organismos en cada
prueba. |

Con los datos de supervivencia y mortalidad se determiné la ClLg, a24, 48,72, 9,

120, 144 y 168 horas, por el método Probit (Finney, 1971), utilizando el programa para
computador “TOXIC” (Amin 1994, com. pers.).



Figura 3. Sistema de acuarios acondicionados para la realizacion de los bioensayos con adultos de la almeja catarina.

1) Toma de agua. 2) Sistema de filtros (20 y 1 um). 3) Lampara de luz ultravioleta. 4) Manguera. 5) Tomas de aire.
6) Acuario de 15 litros de capacidad.
28
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El TLso (Tiempo Letal 50) que por definicion, es el tiempo que tardan en morir el
50% de los organismos expuestos a cada una de las concentraciones de metales
probadas, se calculdé también por medio del método Probit (Finney, op. cit.).

La CL50 asintética, que se define como la concentracion en la cual la ClLso se

aproxima a una constante teérica, en la que ya no ocurren mas muertes, se obtuvo
experimentalmente entre las 120 y 168 horas de observacién (FAO, 1982; 1986).

La Razdén de Potencia, que compara la toxicidad de un metal con respecto a
otro, al analizar sus Clsp, se calculé con la relacién descrita por Ahsanullah et al.,

(1981): Ao

RP.=

(4)

Beuso

Donde
R.P. = Razén de potencia.
Aciso = CLso del metal A (mg/l).

Bcuso = Clso del metal B (mg/l).

Las curvas de mortalidad obtenidas se ajustan al modelo potencial negativo y
fueron calculadas con la relacién:
y = ax’ (5)
Donde

y = Clso (mg/l).
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2.8 Evaluacion de la tasa de consumo de oxigeno en juveniles y adultos de A.
ventricosus

La tasa de consumo de oxigeno se determiné siguiendo las recomendaciones de
Barber y Blake (1985), mediante camaras cerradas (sistemas estaticos) de volumen
conocido, las cuales contenian en disolucién la concentracion de metal a que fueron
expuestos los organismos. Los niveles de oxigeno al inicio ( [Oz2n] ) y al final ([Ozq] )
del tiempo de permanencia de los especimenes en estos dispositivos, se determinaron
mediante un oximetro de 0.1 ppm de lectura minima, con correccién para salinidad.

En los bioensayos con juveniles se colocaron 10 organismos en recipientes de
400 ml de capacidad y se realizaron 3 mediciones, con un lapso de 2 horas entre
cada medicion (Tabla 2).

En los experimentos con adultos se utilizaron camaras de 1 litro de volumen,
se coloco un organismo por camara (Figura 4). Se hicieron de 3 a 4 registros con un
lapso de 1 hora entre cada uno.

Para determinar el consumo de oxigeno se aplicé la relaciéon descrita por Cech,
(1990):

((O21] - [Oz2in]) V (6)
Tiempo

Consumo de O; =

Donde

([02 s]) = Concentracién de oxigeno (mg/l) al final del tiempo de observacién.

B . SO I ey
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Los valores de consumo de oxigeno se corrigieron con los datos obtenidos en la
camara sin organismos.

La tasa de consumo de oxigeno se obtuvo al normalizar el consumo de oxigeno
con el peso seco de las almejas y se expresd en ml O2/h/g (peso seco).

Ademas, se determindé la CEj0 (Concentracidn Efectiva 100) que es la
concentracion de metal en la cual se observé un aumento del 100% en la tasa de
consumo de oxigeno y la CEsp (Concentracion Efectiva 50) que es la concentracién de
metal en la cual disminuye el 50% la tasa de consumo, en comparacién con lo

observado en el testigo.

RS 3

R
53

R
2 N

R
X

Figura 4. Dispositivo construido para realizar las evaluaciones de consumo de
oxigeno: 1) camara hermética; 2) Oximetro; 3) agitador magnético; 4) Electrodo para

|a lectura de oxigeno; 5) camara testigo sin i CENTRO INTERDISCIFLINARIO
geno; 5) 8 testigo sin organismos. CIENCIAS MARINAS

BIBLIOTECA

LP.N.
31 DONATIVO
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2.9 Evaluacion de la tasa de excrecion de juveniles y adultos de A. ventricosus
expuestos a metales téxicos

La tasa de excrecién se evalué paralelamente en los bioensayos donde se
hicieron las determinaciones del consumo de oxigeno.

En las camaras herméticas se determind el contenido de NH3-N en el agua al
inicio y término de los experimentos.

Se tomaron muestras de 50 mi, se fijaron con fenol 5% (0.5 ml) y se
almacenaron a 5°C hasta el momento de realizar las determinaciones.

Posteriormente se analizaron alicuotas de 10 ml por duplicado, mediante la
microtécnica descrita por Solérzano, modificada por Lind (1985) (ver anexo 1).

Los valores de excrecidon de amonio se corrigieron con los datos obtenidos en Ia
camara control sin organismos y normalizados con el peso seco de las almejas, para

obtener |a tasa de excrecion de NH3-N y se expresaron en pg NHs-N /h/g (peso seco).

2,10 Calculo de la relacién O:N en las pruebas con juveniles y adultos de almeja
catarina expuestos a metales toxicos

La relacion O:N se calculé con base en los equivalentes atémicos del oxigeno y
del nitrégeno, segun lo recomendado por Bayne et al., (1976), es decir, se divide el
valor de consumo de oxigeno entre 16 y el de excrecién de NH;-N entre 14.

Los datos obtenidos en las pruebas donde se evalué la tasa de consumo de
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2.11 Evaluacion del efecto de los metales y sus mezclas sobre la tasa de
aclaramiento

La tasa de aclaramiento (tasa de filtracion) se estimé de manera indirecta por
medio de la remocién de particulas (microalgas Chaetoceros sp.), de una suspension
con volumen y densidad conocidas. Se usé un indculo de 498,079 cel/ml, mismo que
se determiné como el mas adecuado en pruebas preliminares, ya que no se observé la
formacion de seudoheces (Grifftihs y King, 1979).

Tanto juveniles como adultos se expusieron a 5 concentraciones de metal y un
testigo por triplicado (Tabla 2), ademas de una camara sin organismos que se utilizé
para determinar el porcentaje de sedimentacién de las microalgas.

Durante el desarrollo de estos experimentos los organismos fueron alimentados
para evitar problemas de estrés por falta de alimento.

Las pruebas con juveniles se realizaron en recipientes de 400 ml de capacidad,
con burbujeo constante, donde se colocaron 20 organismos. Después de aplicar el
inocuio de microalgas, se tomaron muestras (10 ml, por duplicado) cada hora hasta
obtener 3 alicuotas las cuales se fijaron con formalina al 5%, para ser analizadas
posteriormente.

Los experimentos con adultos se hicieron en camaras de 1 litro de volumen, con
burbujeo constante, donde se colocé un organismo por cadmara. Se tomaron muestras

cada hora después de que se adicioné el inoculo de microalgas, hasta obtener 4

- - PRy 1 A |
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El calculo de la tasa de filtracion se hizo mediante la ecuacién de Griffiths y King

(1979).
V x (In[Ci]- In [C]) (7)

t

T. A

Donde

T. A. = Tasa de aclaramiento(l/h).

V = Volumen de la camara (litros).

Ci = Concentracién inicial de células (células/l).
Ct = Concentracién final de células (células/l).

T = Tiempo (horas).

También se calculd la CEio (la concentracién efectiva 100) que es la
concentracion de metal donde la tasa de filtraciéon aumenta 100% en comparacion con
el testigoy la CEso (Concentracién efectiva 50) donde se observé una disminuciéon del

50% en la tasa de filtracién.

2.12 Evaluacién de la bioacumulacién de metales

La concentracion de metales en los organismos se determiné con la técnica de
espectrofotometria de absorcidén atdmica, siguiendo los procedimientos descritos por
Parker, C.R. (1972), Bertini et al., (1976), Hamilton, (1980), IAEA (1984), APHA

(1994) y ASTM, (1994). La evaiuacion se realizé con muestras compuestas de entre
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Una alicuota de 250 mg de la muestra, previamente desecada y pulverizada se
colocd en un vaso de teflén de 100 ml de capacidad y se digirié con 10 mi de HNOs
(Baker, grado de pureza 98%) en un horno de microondas, marca CEM mod. MDS-
81D (IAEA, 1984; APHA 1994, ASTM, 1994) (Anexo 1).

Las soluciones obtenidas en las digestiones, se analizaron en un
espectrofotometro de absorcion atdmica marca Varian mod. Spectraa-20 en flama con
una mezcla de aire-acetileno en proporcién 10:2 para el analisis de cadmio y plomo y
de 6:4 para la determinacién de cromo.

Junto con las alicuotas también se procesé una muestra de referencia del
CENAM (Centro Nacional de Metrologia) y una muestra de organismo (almeja) a la que

se le agregaron concentraciones conocidas de estandares de metales (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de las concentraciones de metales (mg/l y pg/g) en la muestra

de referencia del CENAM y la muestra de referencia del Laboratorio de Contaminacion

(UAMI).
MUESTRAS DE REFERENCIA METALES
Cd Cr Pb
CENAM (mg/l) 1.49+0.5 39+ 0.14 417 +£0.14

Valor obtenido en el laboratorio 143 +0.32 401+£0.2 408 +0.02
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El factor de bioacumulacién (F.B.) se determind con los valores de metales
presentes en los tejidos de los organismos, mediante la relacién descrita por Spacie y

Hamelink (1985).

[metal] en el organismo (ppm) (8)
[metal] en el agua (ppm)

F.B. =

Donde
F.B. = Factor de bioacumulacion.
[metal] en el organismo = Concentracién de metal presente en el organismo (nug/g)

[metal] en el agua = Concentracion de metal presente en el agua (ug/mil).

Con los datos obtenidos en las pruebas con las mezclas de xenobiéticos, se
calcularon las ecuaciones que describen la acumulacion de los metales en los
organismos, en las diferentes combinaciones, mediante el siguiente. modelo de
correlacién multiple:

y = a + byixy + byaxz + byaxs (9)
Donde
X1 = Concentracion de cadmio en el organismo (ng/g).
X2 = Concentracién de cromo en el organismo (ug/g).
X3 = Concentracion de plomo en el organismo (ng/g).
a = Constante (ordenada al origen).

b = Constante (pendiente de cada recta).

El célculo de las ecuaciones se realiz6 con el programa Statistica versién 5.
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La cinética de acumulacién de los metales se calculé mediante el modelo de
compartimientos simples, propuesto por Spacie y Hamelink (1985), en el cual se infiere
que la toma del metal del agua es la unica variable de entrada (no se alimentan a los
especimenes) y se asume también, que es directamente proporcional a las
concentraciones de exposicion.

La tasa de eliminacién se supone que es directamente proporcional a la
concentracion de metal presente en el organismo y el volumen del compartimiento se
mantiene constante (no hay crecimiento). Para este caso la tasa de variacién de la
concentracion de metal dentro del organismo, se puede establecer mediante la

siguiente relacion:

da___? = incorporacién — pérdida = k,,Cw - kyC (10)

Donde

Cw = Concentracion del quimico en el agua (ng/m!).

C = Concentracion del quimico en el organismo (ug/g).
Kiw = tasa de incorporacion del metal.

Ks = tasa de depuracion.

t =tiempo (dias).



La tasa de depuracidn (K4 ) se calculé mediante la ecuacién descrita por Spacie y

Hamelink (1985):

C =Css [1 - €™ (11)
Donde
C = Concentracién de metal en el organismo (ng/g).
Ces= Concentracion de metal en el organismo en la fase de equilibrio (fase
estacionaria) (ug/g).
ks = Tasa de depuracion.

t = Tiempo (horas).

La depuracién de los metales se puede definir en términos de la vida media
biolégica, que es el tiempo requerido para que la mitad del metal acumulado sea
eliminado como resultado de los procesos fisiolégicos.

Para la determinacién de la vida media de los metales, se realizé un bioensayo
con juveniles de 8 £+ 1.5 mm de altura, los cuales fueron expuestos a 2
concentraciones de metales ademas de un testigo (Tabla 2). El tiempo de exposicion
fue de 10 dias. Durante la etapa de intoxicacion cada 24 horas se recolectaron 5
almejas por tratamiento, para evaluar los niveles de metales que acumularon en sus
tejidos.

Al finalizar el tiempo de intoxicacion, los organismos supervivientes se colocaron
en acuarios con agua libre de metal y permanecieron en estas condiciones durante 10

dias. Durante esta etapa se tomaron 5 especimenes cada 24 dias, para posteriormente
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realizar una determinacion de las concentraciones de metales en ellos. Las muestras
de tejidos digeridas fueron analizadas por espectrofotometria de absorcién atémica.

Con los datos obtenidos se calculé la vida media de los metales, mediante el
procedimiento descrito por Renfro (1973), que consiste en realizar la regresion lineal
siguiente:

logy =a + bx (12)

Donde

y = Concentraciéon de metal en el organismo (%)
x = Tiempo (dias).

a = Ordenada al origen.

b = Pendiente.

El valor de |la pendiente se sustituyé en la ecuacion:

log 2 (13)
b

Ve =
Donde

Vi = Vida media (dias).

2.13 Evaluacion de biomarcadores

Se efectuaron 4 bioensayos para determinar el efecto de los metales y sus

mezclas en 4 tipos de biomarcadores: 1) constitucién quimica de la glandula digestiva:
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concentracién aguda de metal y de la mezcla Cd + Cr + Pb (cercanas a las Clso)
durante 168 horas (Tabla 2).

Para la evaluacion de composicion quimica de la glandula digestiva se tomaron
muestras a las 24 y 168 horas en las pruebas con los metales y a las 24 y 96 horas en
los experimentos con las mezclas. La determinacion de los niveles de lipoperoxidacion
se hizo a 24, 96 y 168 horas de iniciado el bioensayo. El dafio genético se evalud a las
96 horas de exposicion unicamente. Se analizaron de 6-8 especimenes por
tratamiento.

El segundo ensayo se realiz6 con juveniles que fueron expuestos a
concentraciones subletales (Tabla 2) de metales y de la mezcla Cd + Cr + Pb, durante
15 dias, para determinar las variaciones en la composicién de la glandula digestiva. a
las 24 horas y 15 dias de iniciada la prueba.

El tercero se efectudé con adultos de almeja los cuales fueron expuestos a los
metales y sus mezclas durante 144 horas (Tabla 2). Para la determinacion de la
composicidn quimica de la glandula digestiva, se tomaron muestras a las 24 y 144
horas en las pruebas con metales, y a las 24 y 96 horas en los experimentos con las
mezclas de xenobidticos. Los niveles de lipoperoxidacion y el grado de dafio genético
se evaluaron a las 24 y 144 horas de exposicién, se tomaron 6-8 individuos por

tratamiento para realizar los anélisis.

Los organismos tomados de los experimentos, fueron extraidos de su concha y



Etecto de los metales Cd. Cr. Pb y sus mezcias en la almeja catarina METODOS

Tris (0.1 M pH 7.8) con un homogenizador de teflon, en cama de hielo.
Posteriormente se tomaron alicuotas de los homogenizados para realizar los analisis

correspondientes.

2.13.1 Composicién quimica de la glandula digestiva

Los niveles de proteinas, carbohidratos y lipidos de la glandula digestiva de
organismos expuestos y no expuestos a los metales se determinaron con las
siguientes técnicas:

Las proteinas totales se cuantificaron en alicuotas de 500 ul del homogenizado,
con el método descrito por Lowry et al, (1951) y modificado por Malara y Charra
(1972a). La determinacién se realizd por triplicado. El estandar de proteina utilizado
fue albumina de bovino cristalizada (Sigma). Las lecturas de absorbancia de las
muestras experimentales y de los estandares se realizaron en un espectrofotometro
marca Beckman DU-640 a una longitud de onda de 750 nm (Anexo 1).

Los carbohidratos se evaluaron en submuestras de 300 ul con la técnica de
Dubois et al, (1956) y modificada por Malara y Charra (1972b). Se utilizd glucosa
anhidra (Sigma) para preparar los estandares. La evaluacién se realizé por triplicado.
Las lecturas de densidad dptica se realizaron en las longitudes de onda de 490 y 600
nm con un espectrofotémetro marca Beckman DU-640 (Anexo 1).

La concentracidn de proteinas y carbohidratos presentes en las muestras se
calcularon a través de una relacion lineal, obtenida de ias lecturas de densidad optica
de las soluciones patréon de concentracion conocida. Los resultados se expresaron

como ug/mi de proteina &6 ug/ml de carbohidratos.
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La determinacién de los lipidos totales se realizé con 300 pl del homogenizado,
siguiendo el método gravimétrico descrito por Bligh y Dyer, (1959). Consiste en la
extraccion de estos compuestos con una mezcla de solventes: diclorometano, etanol y
agua, en proporcién 10:5:2 a temperatura baja (< 8 °C). El analisis se hizo por
duplicado. El contenido de lipidos se obtuvo con el peso de los viales de teflon que
contenian las muestras, después de evaporar los solventes, en una microbalanza
mediante la cual se determiné la concentracion de lipidos en pg/mi.

Los valores de proteinas, carbohidratos y lipidos se normalizaron con el peso de
los tejidos para expresarlos en porcentaje del peso seco del tejido, o en pg/g. (de peso

seco).

2.13.2 Determinacién de niveles de lipoperoxidaciéon en glandula digestiva y
branquia

La formacién y el efecto de radicales libres originados por la accién de los
metales, se evaluo por medio de la técnica desarrollada por Buege y Aust (1978). Este
analisis se basa en la reaccion del cido tiobarbiturico para identificar la presencia de
malondealdehidos (MDA) que son el producto de la actividad de los radicales libres
sobre las membranas.

Se tomaron alicuotas de 1 ml de los homogenizados de la branquia y de la
gléandula digestiva y se incubaron a 90 °C con una mezcla de &cido tiobarbiturico (1 5%),
acido tricloroacético (0.375%) y é&cido clorhidrico (0.25 M) durante 20 minutos.
Posteriormente las muestras se centrifugaron (150 rpm) y se analizaron en un

espectrofotdmetro a 535 nm.



Efecto de 10s metales Cd. Cr. Pby sus mezclas en la almeja catarina METODOS

Para el calculo de la concentracidon de MDA presente en la muestra se utilizé la

férmula de Buege y Aust (op. cit.):

C= (14)

Donde
C = Concentracién de MDA (nM de MDA).
A = Absorbancia de la muestra.

£ = Coeficiente de extincion 1.56 x 10° M/cm.

P = Grosor de la fotocelda (1 cm).

Los valores obtenidos se expresaron en nM de MDA/g. (peso seco)

2.13.3 Evaluacién de dafo genético en el tejido de la branquia.
El dafio genético en las células del tejido de la branquia se evalud con la técnica
de electroforesis unicelular conocida también como ensayo cometa (Singh et al., 1988).
Este método consiste en la evaluacién de la integridad del material genético de
una muestra de por lo menos 100 células, las cuales se lisan bajo condiciones alcalinas
y con los nucleos se realiza una electroforesis. La migracion del nuicleo forma una
cauda similar a la cola de un cometa, con el material genético dafado. La longitud de la

cauda o cola de cometa es proporcional al grado de dafio que tiene la célula (Figura

4),
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disgregado se tomaron 20 nl, colocandose sobre una capa de agarosa soportada en un
portaobjetos esmerilado.

Los portaobjetos. con las muestras (dos por cada organismo) se colocaron en
una solucion (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% Tritén X100 y 10% DMSO),
para romper las células y obtener los nuicleos. Después los portaobjetos se colocaron
en la camara de electroforesis y se les agregd buffer (10 N NaOH, 200 mN NaCl). La
duracion de la electroforesis fue de 20 minutos, a 25 voltios y 300 amperios. Al término
de este proceso, las laminillas con las muestras se tifleron con 75 ul de bromuro de
etidio y se analizaron en un microscopio de epifluorescencia con un filtro de 560 nm.

Se evalud la frecuencia de nucleos con y sin cauda, asi como el tamafio de las
caudas en una muestra de 100 nlcleos. Sé aplico la prueba estadistica de "t" de
student, para determinar la existencia de diferencia entre los lotes de células expuestas

al genotodxico y las no expuestas.

A B

Figura 5. Evaluacién de dafio genético con la técnica de Electroforesis unicelular.
A) nacleo sin daffo; B) nticleo con dafio genético, se observa el desarrollo de la cauda

o cola de cometa.
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Con el peso de la branquia se determiné el indice de Tejido Branquial (ITB)

mediante la relacién:

Peso de la branquia
LT.B. = d X100 (15)

Peso del organismo

2.13.4 Evaluacién de cambios histolégicos (Histopatologia)

Para la evaluacidn histolégica, se tomaron muestras de organismos (2 por
concentracion) a las 24, 96, 144 y 192 horas de iniciado un experimento donde se
probaron tres concentraciones de cadmio y plomo por duplicado, que equivalen a las
Cl2s, CLioy CLs (Tabla 2). Con la mezcla Cd + Pb se probaron las concentraciones
que corresponden a las ClLsg, CLx y CLs (Tabla 2).

Los ejemplares se fijaron con formalina al 10% durante 24 horas y después se
cambiaron a alcohol etilico al 70%.

Posteriormente las muestras se lavaron en agua corriente durante 1 hora y se
deshidrataron con alcohol etilico de concentraciones graduales en un procesador de
tejidos, luego se incluyeron en parafina. Los blogues se cortaron en un microtomo de
rotacion para obtener cortes histolégicos de 3-5 micras de espesor.

Las muestras de tejido se montaron sobre portaobjetos y posteriormente se

tiferon con hematoxilina-eosina (NOAA, 1983; Martoja y Person, 1970;).
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REALIZACION DE BIOENSAYOS
Larvas, juveniles y adultos de almeja catarina

(Deacuerdo a los protocolos de la FAO, 1982 y 1986)

— T

PARAMETROS FISIOLOGICOS

//v

CONSUMO DE O,
(Oximetro Cole Palmer)

v

EXCRECION DE AMONIO
(Solorzano, 1969)

v

RELACION O:N
(Bayne, 1985)

BIOMARCADORES
FIJACION Proteinas, lipidos y
SUPERVIVENCI ’
::JoncenltraciénA Ds LA'RVAS carbohidratos en g. digestiva
letal 50 ( Caé'::;:zs y v
(método Probit) 1994) LIPOPEROXIDACION
l (Buege y Aust, 1978)
INTERACCION CRECIMIENTO DANO GENETICO
DE XENOBIOTICOS f (Singh et al 1988)
Sy ] ¢
Ramsay, 1965) BIOACUMULACION STOPATOLOGIA

*

ANALISIS DE RESULTADOS

ANOVA

Figura 6. Metodologia utilizada para la evaluacion del efecto de los metales téxicos en larvas juveniles y adultos de almeja

Catarina Argopecten ventricosus.
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2.14 Analisis estadistico

A los resultados obtenidos en cada una de las pruebas descritas anteriormente
se les aplicd un andlisis exploratorio de datos con la prueba de Kolmogorov — Smirnov
para probar normalidad. En funcién de los resultados obtenidos con este examen se
determiné la aplicacién de un método paramétrico o no paramétrico de analisis (Zar,
1996; Sokal y Rohif, 1969).

Los datos de los experimentos donde se evalud la fijacidn de las larvas, la tasa
de crecimiento, la tasa de consumo de oxigeno, la tasa de excrecién de NHa-N y
evaluacién de la relacién O:N, cumplieron con los requisitos de normalidad, y fueron
analizados con las prueba de ANOVA (andlisis de varianza) y posteriormente se
realizé una comparacion multiple con la prueba de Tukey, para evaluar la significancia
estadistica de las diferencias encontradas entre el testigo y los diferentes tratamientos
con los metales y sus mezclas (Zar, 1996; Sokal y Rohlf, 1969).

En los experimentos donde se realizé la evaluacion de los biomarcadores
(constitucidn de la glandula digestiva y lipoperoxidacion) el nimero de observaciones
es menor a 10 y, con ello, no se cumplen con los requisitos de normalidad, por esta
razén se utilizé la prueba no paramétrica de Kruscal Wallis.

El calculo de la diferencia entre las CLsy obtenidas por medio del método Probit

(Finney, 1971), se realiz6 con el estadistico descrito por APHA, (1994):

fi2 =antilog |/(log f;)? + (log f2)?

NAnAda
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CAPITULO 3 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE EFECTOS DE LOS
METALES CADMIO, CROMO, PLOMO Y SUS MEZCLAS SOBRE LARVAS,
JUVENILES Y ADULTOS DE Argopecten ventricosus

En este trabajo se realizaron 23 bioensayos para evaluar los efectos de los
metales cadmio, cromo plomo y sus mezclas, sobre individuos que se encontraban en

diferentes etapas dentro de su ciclo de vida.

3.1 Efectos en la supervivencia de las larvas, juveniles y adultos de almeja
catarina

En la evaluacion de la CLso (concentracion letal 50) se observé que en la mayoria
de los casos el modelo probit aplicado fue significativo (o < 0.05) y explicé entre el 74%
al 99% de la variabilidad de los valores de mortalidad obtenidos (Tabla 4).

En las pruebas con las larvas pediveliger, la CLsp se calculd por el método
grafico, debido a que los datos no cumplieron con los requisitos para ser evaluados con
el método probit (no se distribuyeron normalmente Chi? = 50.05, p > 0.65 ) y por esta
razon no fue posible determinar los intervalos de confianza de fas CLso (Tabla 5) .

En los bioensayos realizados con las larvas “D” y pediveliger se determind la
Clso a las 24, 48 y 72 horas, observandose una relacion directa entre mortalidad,
tiempo de exposicidon y concentracién de metal, es decir, que la mortalidad aumento

conforme se incrementd el tiempo de exposicion y la concentracidon de metal.



Tabla 4. CLso (Concentracion Letal 50 a 96 horas) obtenidas en las pruebas con larvas veliger “D”, . larvas pediveliger,

juveniles y adultos de Argopecten ventricosus expuestas a los metales cadmio, cromo, plomo y sus mezclas.

METAL CLso (Concentracion Letal 50) mg/I
Larvas veliger “D” Larvas Pediveliger Juveniles Adultos
Cadmio 0.207 0.039 0.396 0.789
Intervalo de confianza 0.089 a 0.567 0.32 a 0.47 0.56 a 1.08
Chi® ,a, r? 078 0.02 0.89 1.19, 0.007 0.78 063, 0.005 0.99
Cromo 1.97 2.244 3.43 9.04
Intervalo de confianza 034223 2.79a4.14 36a 215
Chi?,a, r? 14 0002 096 19 0.003 095 134 0009 0.83
Plomo 1.031 3.46 0.83 7.09
Intervalo de confianza 0.23a2.78 0.66 a 1.04 36a26.6
Chi2,a, r? 208 0.003 0.75 13 0.004 0.82 168 0001 078
Cd+Cr 0.757 Nd 0.907 0.54
Intervalo de confianza 0.065 a 1.45 025a25 041a 0.7
chi?, a, r? 25 005 086 012 0.009 0.79 3.69 0.001 0.79
Cd+Pb 0.753 Nd 0.776 0.846
Intervalo de confianza 0.58a1.31 0.05a1.06 0.66 a 1.18
Chi? , o, r? 35 0.002 0.86 183 0.01 0.80 0.353 0.0001 0.97
Nd
Cr+Pb 2.291 0.505 16.06
Intervalo de confianza 1.51a3.99 0.3a2.07 0.23218.6
Chi?, o r? 0.517 0.002 0.89 060 0005 0.85 0.184 0007 0.94
Cd+Cr+Pb 0.967 0.642 0.3 1.318
Intervalo de confianza 0.116 a 2.64 0.02 a2 3.54 0.83a2.09
Chi?,a, 2 34 005 092 0.765 0.01 0.89 0.741 0003 091
Valor de tabla de Chi? = 7.81 49



Tabla 5. CLsy (Concentracion Letal 50) a las 24, 48 y 72 horas obtenidas en las pruebas con larvas “D” y pediveliger de

Argopecten ventricosus  expuestas a los metales y sus mezclas.

METAL LARVAS “D” ClLs (mg/l) LARVAS PEDIVELIGER CLs, (mg/l)
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas

Cadmio 2.06 1.77 0.419 3.7 044 0.095
Intervalo de confianza 0.53a4.93 0.38a1.9 0.283 2 0.622 nd nd nd
chiz ,a , r 0.58 0.02 0.91 069 00001 096 39 00001 092
Cromo 48 39 3.47 4.56 3.2 26
intervalo de confianza 34a58 26a7.1 146229 nd nd nd
Chi? , o, 2 1.43 0.009 0.82 0.54 0.008 0.92 46 0.0009 076
Plomo 54 435 3.54 44 40 3.6
Intervalo de confianza 34a48 38a5.7 1.86a56 nd nd nd
Chi2 , a r2 0.13 0.0004 0.98 0.09 0.001 0.99 0.56 0.001 0.97
Cd+Cr 1.58 1.31 1.1 nd nd nd
Intervalo de confianza 0.703a 275 0.219a2.01 062 a3.17
Chi? , o, r 089 0.002 0.91 24 0.0019 0385 48 0.0001 0.80
Cd+Pb 3.45 3.45 1.9 nd nd nd
Iintervalo de confianza 0.93a3.98 0.93 a 3.98 1.15a4.23
Chi2 , A, r2 0.23 0.0018 0.95 0.31 0.0001 0.99 1.58 0.0002 0.95
Cr+Pb 424 425 3.11 nd nd nd
Intervalo de confianza 0.943a5.32 0.943 a 5.321 0.353 2 4.02
Chi2 , O, r2 0.84 0001 0.92 2.02 0.0001 0.92 1.31 0.0001 0.95
Cd+Cr+Pb 2.39 1.87 1.3 4.0 1.4 1.0
Intervalo de confianza 0.99a276 0.98a23 0.44 2 3.31 nd nd nd
Chi* ,a , r 1.003 0.0265 0.83 1.06 00001 0.76 1.8 0.0001 0.78
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Las larvas veliger “D”, las pediveliger, los juveniles y adultos de A. ventricosus
mostraron mayor sensibilidad al cadmio, ya que las CLsy calculadas siempre fueron
~ menores, en comparacién con las que se obtuvieron en las pruebas con-plomo y cromo
(Tabla 5). El grado de toxicidad de estos xenobiéticos, con base en su Concentracion
Letal 50 (CLso @ 96 horas) fue (Tablas4y5). Cd> Pb>Cr.

Asimismo, al comparar los valores de las CLsp y de sus intervalos de confianza
se observd que existieron diferencias significativas (p < 0.05) de la toxicidad del
cadmio, cromo y plomo a las 96 horas de exposicion, con excepcion de los efectos del

cromo y plomo en las pruebas con larvas y adultos (Tabla 6).

Tabla 6. Diferencias entre las CLso (96 horas), calculadas con los datos obtenidos en
los bioensayos con larvas, juveniles y adultos de Argopecten ventricosus expuestos a

metales toxicos.

ESTADIO METALES VALOR DEL VALOR DIFERENCIA
ESTADISTICO  CRITICO
(P< 0.05)
larvas Cdvs. Cr 9.52 474 Significativa
larvas Cdyvs. Pb 5.02 3.24 Significativa
larvas Crvs. Pb 1.89 30.29 No diferencia
juveniles Cdvs. Cr 8.58 1.30 Significativa
juveniles Cdvs. Pb 2.10 1.33 Significativa
juveniles Crvs. Pb 4.07 1.36 Significativa
adultos Cdvs. Cr 11.46 2.57 Significativa
adultos Cdvs. Pb 8.99 2.93 Significativa

adultos Crvs. Pb 1.27 3.93 No diferencia
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La evaluacion de la razén de potencia indicd que el metal mas deletéreo de los

probados es el cadmio (Tabla 7).

Tabla 7. Razon de potencia de la toxicidad de los metales a que fueron expuestos las

larvas, juveniles y adultos de Argopecten ventricosus.

COMPARACION LARVAS JUVENILES ADULTOS
ENTRE METALES
Cadmio vs. Cromo 9.51 8.5 11.4
Cadmio vs. Plomo 5.01 2.1 89
Plomo Vs. Cromo 0.52 4 1.27

En los bioensayos con larvas “D” se observé que el cadmio fue 9 veces mas
toxico que el cromo y 5 veces mas que el plomo. En las pruebas con larvas pediveliger
el cadmio fue 27 veces mas toxico que el cromo y 38 veces mas téxico que el plomo.

En los ensayos con juveniles el cadmio fue 8 veces mas téxico que el cromoy 2
veces mas que el plomo. En los experimentos con adultos se observé que fue 11 veces
mas toxico que el cromo y 9 veces méé que el plomo.

Las curvas de mortalidad (Tiempo vs. Clso) calculadas como resultado de las
acciones de los metales sobre los organismos, se ajustaron al modelo potencial, siendo

este significativo (o < 0.05) en todos los casos, ya que explico entre 96 y el 99% de la
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Posteriormente se realizé un analisis de covarianza para probar la hipétesis nula
de igualdad de pendientes (Zar, 1996) y se compararon los valores de las pendientes |
| de cada curva de mortalidad, con la prueba de Tukey, para conocer cual difiere de la
otra. Con este analisis fue evidente que existen diferencias significativas entre las

pendientes de las curvas de mortalidad (Tabla 9).

Tabla 8. Constantes de las ecuaciones de regresion para la determinacioén de la CLso a
diferentes tiempos, obtenidas de los bioensayos agudos realizados con larvas,

juveniles y adultos de Argopecten ventricosus.

METAL ESTADIO a b r
cadmio larvas 150810.76 -2.9634 0.996
cromo larvas 10223.021 - 1.8695 0.999
plomo larvas 221824510.6 - 419977 0.998
cadmio juveniles 478 - 0.5456 0.987
cromo juveniles 15674.126 - 1.3244 0.992
plomo juveniles 64069300.43 - 3.88501 0.994

cadmio adultos 407175.51 - 2.9065 0.969
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Tabla 9. Analisis de covarianza de las pendientes de las curvas de mortalidad (tiempo

vs. Clso) calculadas en las pruebas agudas con larvas, juveniles y adultos de A.

VENIricosus.
METAL X* XY Y N RESIDUO G. COMP. Q  CONCLUSION
SS L
Cd (L) 138.08 17.09 7.6 7 | 5.5 5 Cd/Cr 226 Rechaza Ho
Cr(L) 138.08 70.42 58.38 7 225 5§ Cd/Pb 16.5 Rechaza Ho
Pb (L) 138.09 57.78 6193 7 37.8 5 Cr/Pb 287 Rechaza Ho
Cd (J) 111.82  12.01 1.71 6 0.43 4 Cd/Cr 251 Rechaza Ho
Cr{J) 87.13 63.47 61.5 5 15.3 3 Cd/Pb 653 Rechaza Ho
Pb (J) 64.20 24.14 2361 4 14.5 2 Cr/Pb 432 Rechaza Ho
Cd (A) 138.08  33.37 2954 7 215 5§ Cd/Cr 214 Rechaza Ho
Cr (A) 111.82 22716 653.78 6 192.3 4 Cd/Pb 138 Rechaza Ho
Pb (A) 86.74 16449 58599 4 274.04 2 Cr/Pb 7.03 Rechaza Ho
Combinado 583.82 35 Rechaza Ho
Comun 1014.07 669.97 1484.12 1041.5 37

Valor del estadistico F = 3.4.
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La CLso asintética se obtuvo experimentaimente entre las 120 a 168 horas de

exposicion a los xenobiéticos y sus mezclas (Tabla 10).

Tabla 10. CLso asintéticas (Concentracion en la cual no ocurren decesos después que

perecieron los organismos sensibles), obtenidas experimentalmente en los bioensayos

agudos con larvas, juveniles y adultos de Argopecten ventricosus expuestos a metales y

sus mezclas.
LARVAS JUVENILES ADULTOS

METAL ClLso Tiempo Clso Tiempo Clso Tiempo

asin. (horas) asin. (horas) asin. (horas)

(mg/L) (mg/L) (mglL)

Cadmio 0.050* 144 0.341* 144 0.25* 144
Cromo 0.938* 144 2.051* 168 3.94 120
Plomo 0.193* 144 0.680* 120 3.65 120
Cd+Cr 0.312 144 0.052 144 0.44* 120
Cd+Pb 0.330 144 0.033 144 0.72 144
Cr+Pb 1.010* 168 0.216* 144 5.94* 120
Cd+Cr+Pb  0.049* 144 0.083* 120 0.76 120
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En las pruebas con larvas la Clsp asintética se detectd a las 144 horas de
exposicion a los metales, mientras que en los experimentos con juveniles se observé
entre las 120 a 168 horas y en los ensayos con adultos esto sucedio entre las 120 a 144
horas. En general, las concentraciones en que ya no se presentan mas decesos,
después de la exposicion aguda, son entre 2 a 40% menores a las CLsp (96 horas).

Al comparar los valores de la ClLso asintética, se observé que son diferentes
significativamente (p < 0.01) con excepcion de los registrados en las pruebas con larvas
y juveniles expuestos a las mezclas Cd + Cr y Cd + Pb, en adultos con los metales
Pby Cr y enlas mezclas Cd+Pb y Cd+ Cr + Pb.

Los valores obtenidos para la TlLsp (Tiempo Letal 50) muestran que el tiempo
promedio (horas) para que se registren decesos en las pruebas con larvas, juveniles y
adultos expuestos a elevadas concentraciones de cadmio (2.5 y 1.25 mg/l) es menor
(79 horas), si se compara con el que tiene que transcurrir para que se observen
defunciones causadas por la exposicion a los otros dos metales en concentraciones
similares (119 horas para plomo y 154 horas para cromo) (Tabla 11).

Asimismo, los juveniles expuestos a concentraciones agudas de cadmio y plomo
murieron antes que las larvas y los adultos. En los bioensayos donde los juveniles se
expusieron al cadmio se observo que éstos expiraron a las 22 horas posteriores de
iniciado el experimento, mientras que las larvas sucumbieron a las 88 horas y los
adultos a las 110 horas. En los ensayos con plomo los juveniles murieron a las 70 horas

de exposicion, mientras que las larvas a las 106 horas y los adultos a las 179 horas
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primeras 107 horas de iniciada la prueba, mientras que los adultos a las 168 horas y los

juveniles a las 186 horas (Tabla 11).

Tabla 11. TLso (Tiempo Letal 50) calculado para cada concentracién de metal probada

en los bioensayos con larvas, juveniles y adultos de Argopecten ventricosus.

METAL
Concentracion mg/l

TLlso

Tiempo Letal 50 (horas)

Adultos

larvas juveniles
Cadmio
25 69.56 12.012 22.8
1.25 81.019 17.18 47.54
0.62 92.96 39.19 260.5
0.2 (NOM -001-96) 111.89 410 1881
0.1 (NOM -001-96) 126.43 1207 6314
Cromo
25 95.3 163.6 163.26
1.25 120.44 219 183
0.62 141.84 396.55 219.04
1.0 (NOM - 001-96) 132.5 276 193.8
0.5 (NOM - 001-96) 144.9 466.34 231.45
Plomo
25 101.91 68.08 177 .4
1.25 111.56 72.96 182.06
0.62 122.22 78.26 184.6
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En los bioensayos con las mezclas de metales se observd, con base en el
célculo de las unidades toxicas (Tabla 12), que la combinacién mas dainina tanto para
larvas como para juveniles y adultos fue Cd + Cr + Pb. EIl tipo de interaccion
observada en esta mezcla fue de potenciacidn en los experimentos con larvas,

juveniles y adultos (Tabla 12).

Tabla 12. Unidades toxicas, tipo de interaccion y grado de magnificacion del efecto
observado en las pruebas con mezclas de metales sobre larvas, juveniles y adultos de

Argopecten ventricosus.

COMBINACION Clso UNIDADES TIPO DE MAGNIFICACION
DE METALES (mg/l) TOXICAS  INTERACCION DE
96 horas LA MEZCLA
LARVAS
Cd+Cr 0.757 1.922 Antagonismo
Cd+Pb 0.753 2.181 Antagonismo
Cr+Pb 2.29 1.683 Antagonismo
Cd+Cr+Pb 0.967 0.821 Potenciacion 1X
JUVENILES
Cd+Cr 0.901 1.269 Antagonismo
Cd+Pb 0.77 1.431 Antagonismo 0
Cr+Pb 0.50 0.374 Potenciacion 2X
Cd+Cr+Pb 0.302 0.403 Potenciacion 2X
ADULTOS
Cd+Cr 0.543 0.371 Potenciacion 2X
Cd+Pb 0.84 0.591 Potenciacion 1X
Cr+Pb 16.06 2.022 Antagonismo 0

Cd+Cr+Pb 1.31 0.660 Potenciacion 1X
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Asimismo en las pruebas con adultos y las mezclas Cd + Cr, y Cd + Pb, su
tipo de interaccion fue de potenciacion. En los demas casos se observo que el tipo de
accién entre las combinaciones de metales fue de antagonismo (Tabla 12).

El grado de magnificacion del efecto en las mezclas de metales, donde se
observo que su tipo de interaccion era de potenciacion, varié de 1X en las pruebas con
larvas y adultos @ 2X en los ensayos con juveniles, todos ellos expuestos a la mezcla
Cd + Cr + Pb (Tabla 12). Asimismo en los experimentos con adultos expuestos a la
mezcla Cd + Cr se observé que el grado de magnificacion del efecto de esta mezcla es

de 2X si se compara con el detectado en las pruebas con los metales por separado.

Tabla 13 . Comparacién entre las CLso @ 96 horas y sus intervalos de confianza,
obtenidos en las pruebas con los metales y la mezcla Cd + Cr + Pb (mix), en los

bioensayos realizados con Argopecten ventricosus.

ESTADIO metales Valor del Valor critico Diferencia
estadistico (o0 <0.05)
larvas Cd vs. mix 4.67 7.00 No diferencia
larvas Cr vs. mix 8.3 2.03 Significativa
larvas Pb vs. mix 8.42 1.07 Significativa
juveniles Cd vs. mix 1.311 11.79 No diferencia
juveniles Cr vs. mix 11.25 9.93 Significativa
juveniles Pb vs. mix 11.83 2.76 Significativa

adUItOS Cd ve mivx 1 QR a - A g
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También se observd que después de 96 horas de exposicion a las mezclas cuya
interaccion fue de potenciacién, el grado de magnificacion del efecto aumenta.

Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre las CLso del cadmio
y de la mezcla de los tres metales, en los bioensayos realizados con larvas, juveniles y

adultos (Tabla13).

3.2 Efectos en la fijacion de larvas pediveliger

En los experimentos con las larvas pediveliger se observé de manera general
que el numero de organismos que se fijaron al sustrato fue menor en los tratamientos
con los metales que en los testigos.

Se observaron diferencias significativas entre los valores registrados en los
ensayos con organismos expuestos a los xenobidticos con los no expuestos a las 24,
48 y 72 horas de observacion (p < 0.05) (Figura7y 8).

En concentraciones agudas de metales (0.625 a 2.5 mg/l) hubo una reduccién en
el numero de larvas fijas al sustrato, que vari6 de 71% en las pruebas con cadmio, del
83% en los ensayos con cromoy del 80% en los experimentos con plomo (72 horas de
exposicion), pero no se observaron diferencias significativas en las respuestas
evaluadas con cada uno de los metales entre si (p > 0.72) (Figura 7).

En concentraciones subletales (0.039 a 0.156 mg/l) (72 horas), también se

observo una reduccion del porcentaje de larvas adheridas al sustrato: del 71% en las
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Figura 7. Porcentaje de larvas de Argopecten. ventricosus que se fijaron al sustrato en
las pruebas donde se expusieron a concentraciones agudas de los metales Cd, Cry Pb.
*Diferencias significativas entre el testigo y los tratamientos con metales (p <

0.05).
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Figura 8. Porcentaje de larvas de A. ventricosus que se fijaron al sustrato en las
pruebas donde se expusieron a concentraciones subletales de los metales Cd, Cry Pb.
*Diferencias significativas entre el testigo y los tratamientos con metales (P <

0.05).
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Figura 9. Porcentaje de larvas de almeja catarina que se fijaron al sustrato, en las pruebas donde se expusieron a

las mezclas de metales.

*Diferencias significativas con respecto al testigo (p < 0.05)

62




Efecto de los metales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina RESULTADOS
R A SN TR AR A MR AR A AR AL AR S A A A AN A A A A AN A AT A ARSI SRR

En todos los casos existe diferencia significativa entre las respuestas de los
testigos en comparacién con los diferentes tratamientos (p < 0.05), pero no se observd
. diferencia significativa en los valores obtenidos con cromo y plomo entre si (Figura 8).

En las pruebas con las mezclas de metales se detectd que existen diferencias
significativas en el nimero de larvas que se fijaron, en las pruebas donde se expusieron
a concentraciones agudas y subletales, asi como en los diferentes tiempos de
evaluacion (24, 48 y 72 horas) (p < 0.05) (Figura 9).

En la mezcla Cd + Cr se observé disminucion en el porcentaje de fijacién de las
larvas expuestas a concentraciones agudas (1.25 a 5.0 mg/l) de 93% vy en
concentraciones subletales (0.038 a 0.325 mg/l) del 58%. Para las combinaciones Cd +
Pb, Cr+Pb y Cd+ Cr +Pb se registraron decrementos en la fijacion de las larvas,
en concentraciones agudas del 66.7%, 71.67% y 88.4% respectivamente y en
concentraciones subletales del 35%, 52% y 64%. El efecto mas drastico en este

proceso se observd en la pruebas con la mezclas Cd+ Cr y Cd+ Cr +Pb (Figura 9).

3.3 Efectos en el crecimiento de juveniles de A. ventricosus

Los juveniles de almeja catarina expuestos a los metales téxicos y sus mezclas
durante 30 dias, tuvieron una reduccién significativa (p < 0.05) en sus tasas de
crecimiento y peso en comparacion con los testigos (Figura 10).

También se detect6 la existencia de diferencias significativas en las respuestas a
concentraciones agudas de metal (10y 1 mg/l) y subletales (0.1 y 0.01 mg/l) (p < 0.01).

En concentraciones agudas se observd una reduccion del 71% en la tasa de

crecimiento de los organismos expuestos a cromo, del 98% en los juveniles tratados
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con plomo y del 77% con la combinaciéon Cd + Cr + Pb  (Figura 10).

En concentraciones subletales se detectdé una disminucidn en la tasa de
crecimiento del 71% en las pruebas con cadmio, de 51% en las de cromo, de 35% con
plomo y de 58% con la mezcla Cd + Cr + Pb (Figura 10). Las respuestas registradas
mostraron ser diferentes significativamente en todos los casos en comparacion con el
testigo (p < 0.05).

La CEso (concentracion de metal que causa una disminucion de 50% en la tasa
de crecimiento) para los organismos expuestos a cadmio fue de 0.047 mg/l, para los
tratados con cromo de 0.525 mg/l , de 0.650 mg/l para las pruebas con plomo y de
0.165 mg/l para los ensayos con la mezcla Cd + Cr + Pb. EIl grado de efecto
observado (de mayor a menor) con los diferentes metales probados, sobre el
crecimiento de los juveniles de A. ventricosus fue:

Cd>Cd+Cr+Pb>Cr>Pb.

El peso (mg) de los organismos expuestos a los metales y sus mezclas fue
menor en comparacion al que alcanzaron los testigos durante los 30 dias que
transcurrié el bioensayo.

El promedio en la disminucién del peso fue de 84% para los juveniles expuestos
a cadmio, de 83% en los tratamientos con cromo, del 86% para los especimenes
expuestos a la mezcla Cd + Cr + Pb y de 76% para los que estuvieron en contacto con
plomo (Figura 11). En todos los casos se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos y el testigo (p < 0.05).

Pero no hubo diferencias en las respuestas del cadmio y cromo entre si (Figura

11)
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Figura 10. Tasa de crecimiento (mm/dia) en juveniles de Argopecten ventricosus
expuestos a metales toxicos. *Diferencias significativas en comparacion con el testigo.

Diferencias significativas entre concentraciones agudas y subletales (p < 0.05).
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Figura 11. Peso seco (mg) de juveniles de A. ventricosus expuestos a metales toxicos.

*Diferencias significativas en comparacion con el testigo (p < 0.05).
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concentraciones de 1.25y 2.5 mg/l durante las primeras 4 horas de haberse iniciado el
experimento, asi como en los que fueron tratados con lasmezclas Cd+Cr y Cd+
Cr + Pb en las primeras 6 horas.

Esos desplazamientos cesaron después de que transcurrieron las primeras 12

horas de exposicion a los xenobiéticos.

3.4.2 Apertura maxima de valvas

Las almejas abren sus valvas, con lo cual se observan algunas de sus
estructuras internas como las branquias, permaneciendo en esta situacién de 6 a 25
segundos (Figura 12). Estos movimientos son repetitivos.

Tal comportamiento se observé en los organismos expuestos a cadmio en
concentraciones de 0.62, 1.25 y 2.0 mg/l y en los tratados con cromo en

concentraciones de 2.5, 5.0y 10 mg/l.
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Cabe mencionar que en las pruebas con cadmio, también se advirtié que las
almejas expulsaron pequefios cangrejos que se encontraban dentro de ellas como
comensales, de manera similar a una regurgitacion durante las primeras horas de
exposicion a este metal en concentraciones de 1.25y 2.0 mg/l.

La mayoria de los cangrejos expulsados se encontraban moribundos.

Figura 12. Cambios en el comportamiento de Argopecten ventricosus (abertura maxima

de valvas) ocasionado por la exposicidon a metales téxicos.

3.4.3 Velocidad en el cierre de valvas
El tiempo que tardan las aimejas en cerrar sus valvas en respuesta a un estimulo
simple, como fue tocarlas con una varilla de vidrio, se evalué durante los bioensayos.
Los organismos expuestos a cadmio en concentraciones de 1.25y 2.0 mg/l
cierran sus valvas en un lapso similar al observado en los testigos, que fue de décimas

de segundo, durante las primeras 24 hdras de exposicion. Posteriormente, la respuesta
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de cierre de valvas fue mas lenta, ya que tardan de 3 a 8 segundos para realizar esta
actividad.

En las pruebas con plomo (2.5y 5.0 mg/l) después de 96 horas de exposicion,
se observd un incremento en el tiempo requerido para el cierre de sus valvas, que se
ubicéd entre 12 y 18 segundos, en tanto que los tratados con cromo no mostraron
variaciones en esta actividad, ya que el tiempo en que cerraban sus valvas fue de

décimas de segundo, es decir, bastante similar al observado en los testigos.

3.5 Efectos en la tasa de consumo de oxigeno de juveniles y aduitos de A.
ventricosus

La tasa de consumo de oxigeno de los juveniles expuestos a los metales
aumento significativamente (p < 0.05) de 100% a 220%, en comparacién con el testigo
a las 24 horas de exposicion. Después de este tiempo se observo un decremento de
60% a las 48 horas y del 40% a las 72 horas de exposicion, en las pruebas con
cadmio y cromo. En los bioensayos con plomo también se detectd una disminucién de
15 a 22% alas 72 horas (Figura 13).

Asimismo se observd que existen diferencias significativas entre los valores
registrados a las 24, 48 y 72 horas en los tratamientos con los metales en comparacion
con el testigo (p < 0.05) (Figura 13).

En las pruebas con cadmio, hubo un aumento del 100% de esta tasa en
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RESULTADOCS

La tasa de consumo de oxigeno durante las pruebas con cromo aumenté a las

24 horas de exposicion, en este caso la CE1g fue de 0.055 mg/l. A las 48 y 72 horas

de tratamiento con este metal, como se mencioné previamente, se detectd un

decremento, la CEsp @ 48 horas fue de 0.711 mg/l y a 72 horas de 2.52 mg/l.

En los experimentos realizados con plomo, hubo un aumento en esta tasa a las

24 horas de exposicion, la CEio fue de 0.25 mg/l y a las 72 horas se observé un

decremento siendo la CEsp de 4.5 mg/l (Tabla 14).

Tabla 14. Valores de CEjp (Concentracion efectiva 100) y CEso (Concentracion

efectiva 50) obtenidos en las pruebas donde se determind la tasa de respiracion de

juveniles de Argopecten ventricosus expuestos a metales toxicos.

METALES CEi00 mgl/l CEso mg/l
24 horas 48 horas 72 horas
cadmio 0.049 0.450 0.06
cromo 0.055 0.711 2.52
plomo 0.910 nd 4.50
Mezclas CE100 mgl/l CEso mg/I
24 horas 24 horas 72 horas
Cd+Cr 0.048 nd nd
Cd+Pb nd 0.63 nd
Cr+Pb nd 2.21 nd
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En los bioensayos con juveniles expuestos 24 horas a las mezclas de metales,
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo (p < 0.05),
~ ademas de las respuestas a concentraciones agudas y subletales (p < 0.05) (Figura
14). En concentraciones superiores de la ClLsp (2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mg/l) hubo una
disminucién en la tasa de consumo de oxigeno de 20% a 44%, con excepcion de la
combinacién Cd + Cr, en la cual se registré un aumento del 100% en concentraciones
de 0.048 mg/l (CE1qo). (Tabla 14 ).

En concentraciones subletales (0.125 mg/l) se observé un aumento del 10 al
300% en esta tasa, excepto en la prueba con la mezcla Cd + Pb en la que se observé
una disminucién del 18% (Figura 14). Para esta combinacion la CEsp fue de 0.631 mg/l
y para la Cr + Pb de 2.21 mg/l. Para la asociacion Cd + Cr + Pb se detecté una
disminucion en esta razén a las 24 y 72 horas de exposicion, del 72% en el primer caso
y 47% en el segundo (Figura 14). La CEsp a 24 horas de tratamiento fue de 0.25 mg/l y
para las 72 horas de 0.328 mg/I.

En los bioensayos con adultos expuestos a los metales, la tasa de consumo del
oxigeno se incrementd de manera significativa (p < 0.05), en comparacién con el testigo
hasta 150% a las 24 horas de iniciado el experimento. Posteriormente, a las 96 horas
se observo una reduccion de esta razon, que fue del 45% en las pruebas con cadmio y
con los metales cromo y plomo el decremento fue de 78% y 95% respectivamente

(Figura 15).
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testigo (p < 0.05).
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Las CEsp calculadas para 96 horas de exposicion a los metales fueron para las
pruebas con cadmio, cromo y plomo de 0.031 mg/l para el primero, de 9.89 mg/| para
‘ el segundo y de 7.41 mg/l para el tercero (Tabla 14).

En los bioensayos con las mezclas de metales se observo un aumento de 31%
en ésta tasa, durante la prueba con Cd + Cr a las 24 horas de exposicion. En las
combinaciones Cd + Pb y Cr + Pb no se observaron diferencias significativas, en
comparacién con el testigo para este tiempo de prueba (p > 0.65) (Figura 16).

El caso contrario se detectd en la prueba con la mezcla de los tres metales,
donde el consumo disminuyo hasta 50% a las 24 horas y 33% a las 96 horas de
exposicion, siendo diferentes significativamente con el testigo (p < 0.05) (Figura 16).

La CEso en la que se registrd una disminucion del 50% en la tasa de respiracion
durante las pruebas con la mezcla Cd + Cr + Pb, fue de 0.375 mg/l para 24 horas de

tratamiento y de 0.622 mg/l a las 96 horas de exposicion.

3.6 Efectos en la tasa de excrecion de NH3;-H de juveniles y adultos A.
ventricosus

La tasa de excrecion de NHs-H de juveniles expuestos al cromo y plomo aumenté
hasta un 150% en comparacién con el testigo a las 24 horas de iniciada la prueba. Las
concentraciones de metal donde se registré un incremento del 50% fueron de 2.32 mg/!
de cromo y 0.218 mg/l de plomo (Figura 17). EIl caso contrario se detecté en el
experimento con cadmio donde hubo un decremento del 64% de esta razén. La CEsg
(concentracion de metal que causa una reduccion del 50% de la tasa de excrecion en

comparacion con el testigo) calculada fue de 0.389 mg/l (Figura 17).
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Los valores de los tratamientos en comparacién con el testigo, fueron diferentes
de modo significativo (p < 0.005).

La tasa de excrecion aumenté hasta de 350% a 24 horas de exposicion, en las
pruebas con las mezclas de metales (Figura 18). Las concentraciones donde hubo un
aumento del 50% de esta tasa en comparacion con el testigo fueron: 0.415 mg/l, 2.5
mg/l 0.642 mg/l y 0.776 mg/l, para las combinaciones : Cd + Cr, Cd+Pb, Cr+Pb y

Cd + Cr + Pb respectivamente.
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D
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o
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BCd+Cr+Pb [OCr+Pb BCd+ Pb BCd+Cr

Figura 18. Tasa de excrecion de NHiz-N en juveniles de Argopecten ventricosus
expuestos a mezclas de metales durante 24 horas. *Diferencia significativa con el

testigo (p < 0.05).

En las pruebas con los adultos de la especie expuestos a los metales, se
observo un decremento en esta tasa a las 24 horas de exposicion, con excepcion de lo

que ocurrié en los ensayos con cadmio, donde hubo aumento del 115% (Figura 19).
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FIGURA 19. Tasa de excrecion de NHi-N de adultos de Argopecten ventricosus

expuestos a metales tdxicos.

a) cadmio. b) cromo. ¢) plomo.

*Diferencia significativa entre el testigo y los tratamientos con metales (p < 0.05).
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Asimismo, los valores de los tratamientos con los metales y el testigo fueron
significativamente diferentes (p < 0.05) a las 24 horas de exposicion.

La CEsp fue de 0.389 mg/l en las pruebas con cromo y de 0.545 para los
experimentos con plomo. En concentraciones de 0.808 mg/I de cadmio se observd un
aumento del 50% de esta razon.

A las 96 horas de tratamiento con los xenobiéticos, se registré un aumento de
40% a 700% de esta tasa (Figura 19). Las concentraciones de metal en las que se
observé un aumento del 50% en la tasa de excrecidén fueron: 0.144 mg/I de cadmio,
0.048 mg/l de cromo y 7.85 mg/l de plomo. Se detectaron diferencias significativas (p <
0.05) entre los valores observados en los tratamientos en comparacién con el testigo a
las 96 horas de iniciado el bioensayo.

En las pruebas con adultos de almeja expuestos a las mezclas de metales, fue
notorio un aumento en esta tasa de 80% a 200% a las 24 horas de exposicion (Figura
20).

Las CEj00 (concentracion de metal que causa un aumento del 100% de la tasa
de excrecion en comparacion con el testigo) calculadas fueron de 0.25 mg/l, 0.292 mg/l
y 2.55 mg/l para las combinaciones Cd + Cr, Cd+Pby Cr + Pb respectivamente.

En los experimentos con la mezcla Cd + Cr + Pb se detecté un aumento entre
100 a 300% de esta razon, tanto a las 24 como a las 96 horas de exposicion. Las CEjq
fueron de 0.800 mg/l a las 24 horas de tratamiento y de 0.778 mg/l a las 96 horas de
exposicion.

Cabe senalar que se obtuvieron diferencias significativas en todos los casos con

respecto al testigo (p < 0.01).
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Figura 20. Tasa de excrecion de NHs-N en adultos de Argopecten ventricosus expuestos
a mezclas de metales durante 24 horas. *Diferencia significativa en comparacién con el

testigo en todos los casos (p < 0.05).

3.7 Efectos en larelacion O:N de juveniles y adultos de A. ventricosus

Los valores de la relacidn O:N registrados en los ensayos con juveniles
expuestos a los metales durante 24 horas, oscilaron entre 6 a 37. En los
experimentos con cromo se registraron las estimaciones mas bajas de este indice que
variaron de 6 a 16. (Figura 21). En las pruebas con cadmio la relacién O:N tuvo una
estimacion promedio de 23 mientras que en los experimentos con cromo y plomo
fueron de 12 y 23.13 respectivamente y en el testigo fue de 36.2. Asimismo, se
identificaron diferencias significativas entre el testigo y los diferentes tratamientos con
los metales (p < 0.05), con excepcion de las respuestas de los organismos al cadmio y

plomo en las concentraciones de 1.12 mg/ly 4.5 mg/l.
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Figura 21. Indice O:N obtenido en bioensayos con juveniles de Argopecten ventricosus

expuestos a metales toxicos durante 24 horas.

*Diferencias significativas en comparacion con el testigo (p < 0.05).

En los experimentos con juveniles expuestos a las mezclas de metales durante
24 horas, larelacion O:N varié de 3 a 60y fueron las combinaciones: Cd + Pb, Cr+
Pb y Cd+Cr+Pb enlas cuales se detectaron valores menores a 9, lo que podria
indicar que la fuente energética en ese momento eran las proteinas. Este hecho
muestra que los juveniles estuvieron en un estado de estrés alto durante el desarrollo
de éstas pruebas (Figura 22).

En las concentraciones agudas de metales se obtuvieron los montos mas bajos

de este indice que variaron de 2 a 7, mientras que en los niveles subletales fueron de 8
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Figura 22. Indice O:N obtenido en bioensayos con juveniles de Argopecten ventricosus
expuestos a las mezclas de metales durante 24 horas. *Diferencias significativas con

el testigo (p < 0.05).

En los bioensayos con adultos expuestos a los metales, se observd una
reduccion de la relacién O:N de las 24 a las 96 horas de iniciado el experimento. A
las 24 horas los valores de esta razon variaron de 6 a 72, mientras que a las 96 horas
oscilaron de 3 y 1, sefal inequivoca de que los organismos estuvieron en estado de
estrés alto (Figura 23). En los ensayos con las mezclas de metales los valores de esta
razén oscilaron entre 7 y 3, estas cifras indicaron que el grado de estrés en estas
pruebas fue también alto (Figura 24). Para la combinaciéon Cd + Cr + Pb los montos de
la relacion O:N fueron de 2 a 14, no observandose diferencia significativa entre los
valores de 24 y 96 horas con excepciéon de la dosis de 0.75 y 0.375 en donde los

valores se incrementaron un 20% a las 96 horas (Figura 24).

82



Efecto de los metales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina

RESULTADOS

a

<

2 W96 h

3 @24h

£

Tes 0.007 0.62 1.25 25
Concentracién de metal (mg/l)

b

<

o E96 h

8 @24 h

=]

£

Tes 0.007 0.62 1.25 25 5
Concentracion de metal (mg/l)
Cc
<
(o] E24 h
8 W96 h
<
£
5 2.5 1.25 0.62 0.007 Tes
Concentracion de metal (mg/l)




Efecto de los metales Cd. Cr. Pb y sus mezclas en 1a almeja catarina RESULTADOS

mCd + Cr
BCd +Pb
* Ocr+Pb

indice O:N

testigo 0.062 0.25 1 4
Concentracion de metal (mg/i)

16
14 T

12 4
10 -

B96 h
024 h

Indice O:N
T T

tes 0.093 0.375 0.75
Concentracién de metal (mg/)

Figura 24. Indice O:N obtenido en bioensayos con adultos de Argopecten ventricosus
expuestos a las mezclas de metales toxicos. a) mezclas Cd+ Cr, Cd+Pb vy

Cr+Pb. b)mezclaCd+Cr+Pb.

*Diferencias significativas en comparacion con el testigo (p < 0.05).
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Se observaron diferencias significativas entre los datos obtenidos para la
relacion O:N de los tratamientos y los testigos, pero solo la mezcla Cd + Cr mostro

~ diferencia significativa en comparacién con las otras tres mezclas probadas (p < 0.05).

3.8 Efectos en la tasa de aclaramiento de juveniles y adultos de A. ventricosus

Los valores de la tasa de aclaramiento (tasa de filtracién) registrados en las
pruebas con juveniles expuestos a los metales cromo y plomo durante 24 horas,
aumentaron hasta 230% en comparacién con el testigo, pero en los ensayos con
cadmio hubo una reduccion de esta tasa de 80% (Figura 25).

Las CEi00 (concentracion de metal donde la tasa de aclaramiento aumenta un
100% en comparacion con el testigo) fueron de 0.587 mg/l para los experimentos con
cromo y de 1.08 mg/l para los realizados con plomo, pero como se mencioné antes en
los bioensayos con cadmio hubo una disminucién de un 50% en esta tasa a
concentraciones de 0.31 mg/l (Tabla 15).

A las 72 horas de exposicidn a los xenobiéticos hubo un descenso en la tasa de
aclaramiento de entre 10 a 80% en las pruebas con los tres metales (Figura 25).

La CEso (concentracion donde se observé una disminucion del 50% en la tasa
de aclaramiento) fue de 0.099 mg/l en los experimentos con cadmio, de 0.62 mg/l y
2.25 en los bioensayos con cromo y plomo respectivamente (Tabla 15).

Las respuestas observadas a las 24 y 72 horas de tratamiento son
significativamente diferentes, si se comparan con el testigo y con los metales entre si,

en todos los casos (p < 0.05).
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Figura 25. Tasa de aclaramiento (tasa de filtracién) en juveniles de  Argopecten
ventricosus expuestos a metales tdxicos. a) cadmio. b) cromo. c) plomo. *Diferencias

significativas con respecto al testigo (p < 0.05).
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Tabla 15. CEsp (concentracion efectiva 50) en la cual se reduce en un 50% la tasa de
aclaramiento (tasa de filtracién) en comparacién con el testigo, determinada en los

experimentos con juveniles y adultos de Argopecten ventricosus. expuestos a metales.

METAL CONCENTRACION EFECTIVA 50 (CEso) mg/|
ESTADIO 24 horas 72 horas 96 horas
JUVENIL

Cadmio 0.31 - 0.0991 NR-

Cromo aumenta 0.62 NR

Plomo aumenta 2.25 NR

Cd+Cr 0.233 NR NR

Cd+Pb 1.87 NR NR

Cr+Pb Aumenta NR NR

Cd+Cr+Pb 0.30 25 NR
ADULTO

Cadmio 0.111+£0.15 NR 0.016 £ 0.029

Cromo 12.0+4.2 NR 6.98 + 1.54

Plomo 6.46 + 0.151 NR 0.866 + 0.163

Cd+Cr 0.316 £ 0.030 NR NR
Cd+Pb 5.4510.5 NR NR

Cr+Pb 6.0+1.2 NR NR

Cd+Cr+Pb 1.5+0.9 NR 1.23 £ 0.329

NR = no registrado
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En los ensayos con juveniles expuestos a las mezclas de metales se observo
una disminucion de esta tasa, en comparacion con el testigo de entre un 10 a un 66% a
las 24 horas de exposicidn (Figura 26). Sin embargo, en las pruebas con la mezcla Cr
+ Pb se detecté un aumento en esta razén de hasta un 200%; la CEqo fue de 0.120
mg/l. Como se puede apreciar en la Tabla 15 la combinacién Cd + Cr, es la que
presentd el mayor efecto, ya que la CEsp calculada fue de 0.233 mgl/l.

Asimismo, en los bioensayos con la mezcla Cd + Cr + Pb, se observo una
disminucion en esta tasa a las 24 de tratamiento, de un 22 a 66%, siendo la CEsp
calculada de 0.300 mg/l. Mientras que a las 72 horas de exposicidén, se registré un
decremento en esta razén de un 10 a 22% (Figura 26).

La tasa de aclaramiento de adultos expuestos a los metales fue menor entre un
14% a 70%, si se compara con la de los organismos testigos después de 24 horas de
exposicion.

A las 96 horas de exposicion se registré un decremento en esta tasa del 80% a
43%. Con base en los valores de CEsp calculados, el efecto de los diferentes metales
probados sobre la tasa de aclaramiento fue (de mayor a menor efecto) (Tabla 15):

Cd>Pb>Cr.

En los ensayos donde se expuso a los adultos a las diferentes mezclas de
metales, también se observé una disminucién en la tasa de filtracion a las 24 horas de
tratamiento. En la mezcla Cd + Cr la CEsp obtenida fue de 0.316 mg/| siendo este valor
el mas baja en comparacién con los calculados para los experimentos con las otras

combinaciones de metales (Tabla 15).
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Figura 26. Tasa de aclaramiento (tasa de filtracién) en juveniles de  Argopecten

ventricosus expuestos a las mezclas de metales téxicos. a) Cd + Cr. b) Cd + Pb. ¢) Cr

+Pb. d) Cd + Cr + Pb. *Diferencias significativas con respecto al testigo (p < 0.05).
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En los bioensayos con la mezcla Cd + Cr + Pb se observé una disminucion en
esta tasa a las 24 y 96 horas de tratamiento, siendo las CEsq calculadas de 1.5 mg/l y
de 1.23 mg/l respectivamente. Los valores obtenidos en las pruebas con las mezclas de
metales son significativamente diferentes a los obtenidos en el testigo en todos los

casos (p < 0.05).

3.9 Bioacumulacion de metales en juveniles y adultos de A. ventricosus

Los organismos procedentes del medio natural presentaron una concentracion
promedio de metales de 0.96 + 0.13 nug/g de Cd, < 0.20 ug/g de cromo y 1.2+ 0.36
ug/g de Pb en los tejidos de juveniles. En adultos se detectaron los siguientes niveles:
1.25 + 0.25 pg/g de Cd, 0.28 +0.08 pg/g de Cry 3.51 + 0.8 pg/g de Pb.

En el agua marina que fue utilizada para el desarrollo de los experimentos, se
registraron las siguientes concentraciones de xenobiéticos 0.98 + 0.2 pg/l de cadmio,
0.76 £ 0.21 ng/l de cromo y 4.05 1 0.62 pg/l de plomo. Estos niveles fueron registrados

antes del inicio de los bioensayos.

3.9.1 Bioacumulacién de metales en exposiciones agudas

En las pruebas con adultos de almeja catarina expuestos de manera aguda a los
metales durante 144 horas (6 dias), se observd claramente una relacion directa entre la
concentracion del metal en el agua y la detectada en el organismo, es decir que
conforme aumentaron los niveles de xenobidticos en el agua se encontré mayor
proporcion de ellos en los tejidos de los organismos (Tabla 16). Los factores de

bioacumulacion (F.B.) calculados en las pruebas con cadmio fueron de 351, 696 y 2410
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para concentraciones 0.5 ug/ml, 0.125 ug/ml y 0.0075 pg/ml respectivamente. En los
ensayos de cromo de 12.6, 14 y 11.6 para concentraciones de 12 ng/ml, 3.15 pg/ml y
. 0.048 pg/ml y en los experimentos con plomo donde se probaron las concentraciones
de 10 pg/mi, 5 ug/ml y 0.62 pug/ml los F.B. fueron de 98, 34 y 91 respectivamente (Tabla

16).

Tabla 16. Concentraciones promedio de metales presentes en los tejidos de adultos

de Argopecten ventricosus Y sus factores de bioacumulacién.

METAL CONCENTRACION EN CONCENTRACION EN EL FACTOR DE

AGUA (pg/mi) ORGANISMO (ug/g) BIOACUMULACION
Cadmio 0.5+ 0.023 1755+ 12.3 351
0.125+ 0.05 87 +19.4 696
0.0075 + 0.0001 18.08 £ 2.09 2410
Cromo 12 +3.45 152.2 + 3.7 12.6
3.15+ 0.89 454+ 6.3 14.4
0.048 + 0.005 0.56 +0.12 11.6
Plomo 10+ 2.1 98 + 23.7 98.1
5+0.88 172.4+21.8 34.5
0.62 + 0.034 57 +8.9 91.4

Los niveles de metales en los tejidos de los organismos expuestos a cadmio a

concentraciones de 0.5 ug/ml, 0.125 ug/ml y 0.0075 pg/ml, se incrementaron en
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comparacion con lo registrado en el testigo 140, 70 y 15 veces, respectivamente.

Mientras que en los especimenes que se mantuvieron a 12 pug/ml, 3.15 pg/mi
0.048 ug/ml de cromo el aumento con respecto al testigo fue de 543, 162 y 2 veces, y
en concentraciones de 10 pug/ml, 5 ug/mi y- 0.62 ug/ml de plomo el incremento fue 279,
49 y 16 veces respectivamente (Tabla 16).

Los niveles de metal registrados en los organismos moribundos fueron: 307.8 +
10 ng/g en la prueba con cadmio, 152.2 + 3.7 ug/g para cromo y 978 + 23.7 para plomo.

En los bioensayos con adultos expuestos a las mezclas de metales se
observaron decrementos o incrementos en la concentracion de metales en los tejidos
de estos, en comparacién con la acumulacién detectada en las pruebas con los metales
por separado (Tabla 17). En los experimentos con la mezcla Cd + Cr se observd un
aumento en los niveles de cadmio en el tejido de los organismos del 8% en
concentraciones de 2 pug/ml de la combinaciéon de metales, 'pero en las demas (0.5 y
0.031 ug/ml) se registré una reduccién de los niveles de este metal en los especimenes
analizados (Tabla 17).

En las pruebas con la combinacién Cd + Cr + Pb se detectaron también
aumentos en la acumulacién de metales en comparacién a lo observado en los
bioensayos con los xenobibticos solos. Los niveles de cadmio en los tejidos de los
organismos expuestos en las concentraciones 0.5, 0.25 y 0.0.125 ug/mi aumentaron

un 3%, 10% y 150% respectivamente, el contenido de cromo disminuyd 32% en la



Tabla 17. Concentraciones promedio de metales toxicos presentes en los tejidos de adultos de Argopecten ventricosus y

sus factores de bioacumulacién del experimento realizado con las mezclas de metales.

METAL  CONCENTRACION CONCENTRACION EN EL ORGANISMO (ug/g) FACTOR DE BIOACUMULACION
EN AGUA (ug/ml)
Cd Cr Pb Cd Cr Pb
Cd+Cr 20+£0.23 307.8+23 392+ 11 163. 19.6
0.5+0.1 652115 167+23 130.4 31.4
0.031 £ 0.008 631153 26+0.56 2035 83
Cd+Pb 31068 301.2+34 190.9+45.2 100 63
0.75+0.20 111.15 ¢ 17 535+98 148 604
0.046 £ 0.012 103.7 £ 22 396+6.7 2240 861
Cr+Pb 3+0.89 64.11+£3.5 1586+ 17.8 21.3 52.8
0.75+0.25 54.45+109 1676+12.3 726 210
0.046 £ 0.005 1.7+ 0.67 123123 36.9 267.3
Cd+Pb+ 0.5+0.087 181156 105123 200+21.2 362 21 400
Cr 0.25 £ 0.09 128 £ 32 7.73+1.7 137 £6.7 513 30.9 548
0.125 £ 0. 023 131 +28 6.09+0.98 88 +24.7 1051 48.7 706
0.031 £0.005 235 7.2+167 28+6.5 760 232 911.9
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Las concentraciones de plomo en los tejidos de las almejas expuestas a la
mezcla de los tres metales aumentaron también, si se compara con los niveles
registrados en los especimenes expuestos a los metales por separado.

Estos aumentos fueron de 280%, 475%, 830% y 2000% para las
concentraciones probadas de 0.5, 0.25, 0.125, 0.031 pug/ml respectivamente. Asimiémo,
la proporcion promedio de acumulacion en la prueba con la mezcla Cd + Cr + Pb fue:

1:0.068 : 0.97 para cadmio, cromo y plomo.

3.9.2 Bioacumulacion de metales en exposiciones crénicas

En los tejidos de los juveniles de almeja catarina expuestos a los metales
durante 30 dias, se registré un aumento en la concentraciéon de xenobidticos del orden
de 800 % para las pruebas con cadmio, de 250% con cromo y de 240% con plomo en
comparacion con lo observado en el testigo (Tabla 18). Los valores de metales en los
organismos expuestos fueron significativamente diferentes al compararlos con los
testigos (p < 0.02).

El factor de bioacumulacién (F.B.) promedio para el cadmio fue de 89.7 mientras
que para plomo y cromo fueron de 11.3y 1.9 respectivamente.

Lo anterior indica que el metal que se acumul6 en mayor proporcion en el
cuerpo de los especimenes fue el cadmio, seguido del plomo y cromo (Cd > Pb > Cr)
(Tabla 18). Asimismo, los niveles maximos registrados en los tejidos de los juveniles
fueron 7.9 pg/g de cadmio, 2.48 pg/g de cromo y 2.9 ug/g de plomo, en organismos
expuestos a concentraciones de 0.088 + 0.03 ug/ml de Cd y 1 +0.13 ug/mide Cr y
Pb (Tabla 18).
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Tabla 18. Concentraciones promedio de metales presentes en los tejidos de juveniles
de Argopecten ventricosus expuestos a los xenobidticos durante 30 dias y sus factores

de bioacumulacién determinados.

METAL  CONCENTRACION EN CONCENTRACION EN EL FACTOR DE
AGUA (ug/ml) ORGANISMO (ng/g) BIOACUMULACION
Cadmio 0.088 + 0.03 8 +0.016 89.7
Cromo 1.13+0.03 2.5+0.022 2.19
Cromo 0.110 £ 0.05 1.24 £ 0.032 11.3
Plomo 1.0 £ 0.03 3+0.19 3
Plomo 05+0.2 0.96 + 0.051 1.9
Cd+Cr+Pb 0.55 + 0.02*
Cd 5.46 +0.013 9.9
Cr 211+ 0.23 3.8
Pb 4.38 +0.21 7.9

Cd+Cr+Pb 0.088 + 0.025*

Cd 5.66 £ 0.055 64.3

Cr 2.25+0.056 256

Pb 1.07 £ 0.14 12
Testigo

Cd 0.96+ 0.13

Cr <0.20

Pb 1.2+0.36

*Concentracion de cada uno de los metales que forman la mezcla.
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En los bioensayos con la mezcla Cd + Cr + Pb se observd que a menor
concentracién de metal en el agua, los F.B. se incrementaban.

En los experimentos donde los juveniles se mantuvieron a una concentracién de
metales de 0.55 ug/ml, los F.B. obtenidos fueron 9.9, 3.7 y 7.8 para Cd, Cr y Pb
respectivamente, mientras que en las pruebas donde los niveles de metales fueron de
0.088 ug/mil los F.B. fueron para Cd, Cr y Pb de 64.3, 25.6 y 12. (tabla 18).

Al comparar los niveles de metales registrados en los tejidos de los organismos
expuestos a la mezcla Cd + Cr + Pb (0.088 ug/ml) con los valores de los testigos se
observé un aumento de 6, 11 y 1 para los metales Cd, Cr y Pb respectivamente (Tabla
18).

Ademas, se observaron diferencias en la bioacumulacién ocurrida en los
experimentos con la mezcla Cd + Cr + Pb, con respecto a lo observado en las pruebas
con los metales por separado (Tabla 18). Los organismos acumularon 30% menos de
cadmio en comparacién con lo detectado en los ensayos con este metal por separado,
en concentraciones de 0.088 ug/ml, pero se depositdé un 80% mas de cromo. Los
niveles de plomo registradas en los tejidos de los juveniles expuestos a concentraciones
de 0.5 pg/ml de la combinacién de metales fueron superiores hasta un 450% en
comparacion a lo observado en las pruebas con este xenobiético solo (Tabla 18).

Es evidente que la bioacumulacion de los metales registrada en estos
bioensayos fue (de mayor a menor): Cd > Pb > Cr.

La proporcion promedio fue: 1 : 0.4 : 0.54 para cadmio, cromo y plomo

respectivamente.
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3.9.3 Bioacumulaciéon de metales en ambientes naturales

Paralelamente a los trabajos efectuados en el laboratorio, se realizd una
determinacién de los niveles de los metales presentes en muestras de agua y
organismos procedentes de ambientes naturales, en dos diferentes épocas del ario,
verano (julio de 1999) e invierno (diciembre de 1999).

Las muestras se recolectaron en 3 localidades: 1) Vivero de Pichilingue, 2)
Bahia Concepcion, B.C.S (parte central del canal de navegacion). 3) Estanques de
cultivo de CICIMAR (localizados en las instalaciones del Laboratorio de Biologia
Experimental del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas).

Los organismos del vivero de Pichilingue midieron 4.63 + 0.25 cm de altura, y su
peso humedo fue de 5.71 + 1.055 g (1.018 £ 0.229 g peso seco), no hubo diferencias
significativas entre el tamano y peso de estos organismos (p < 0.05, n = 20). Las
concentraciones promedio de los metales cadmio, cromo y plomo registradas en los
tejidos de las almejas fueron de 1.25 pg/g, 0.28 ug/g y 3.51 ug/g respectivamente,
mientras que los niveles de estos metales en el agua fueron de 0.9 pg/l de cadmio, 2.05
ug/l de cromo y 1.07 ug/l de plomo (Tabla 19).

Los especimenes de Bahia Concepcion tuvieron una talla promedio de 5.83 +
0.32 cm de altura, su peso humedo fue de 8.02 + 1.85 g (2.45 £ 0.35 g peso seco) (n =
5). Los niveles promedio de metales detectados en sus tejidos fueron: 2.075 ug/g de
cadmio, < 0.20 pg/g de cromo y 3.55 ng/g de plomo, La muestra de agua de este lugar

presento las siguientes concentraciones promedio de cadmio, cromo y plomo: 0.89 ug/l,

1.94 ug/ty 1.04 ngl/l respectivamente. (Tabla 19).
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Tabla 19. Concentracién de los metales cadmio, cromo y plomo, presentes en el
agua (ug/l) y organismos (ug/g) procedentes del vivero de Pichilingue, de Bahia

Concepcidn y de los estanque de cultivo del CICIMAR.

Localidad JULIO | DICIEMBRE
Muestra '

Cd Cr Pb Cd Cr Pb
Vivero de
Pichilingue

Organismos 143+0.16 0.34+0105 4.08+045 1.07+0.04 022+005 294+0.7
na/g
Agua 0.94+043 231045 1.33+051 086+012 1.8+0.03 0.814+0.51

ng/l
Bahia

Concepcién

Organismos 268 +£0.2 <0.20 4341006 1471021 <0.20 2.77 £0.58
ng/g
Agua 0.812+0.12 225+0.04 118+0.11 0.96+0.08 1.64+0.31 0.901+0.03

ng/l
CICIMAR

Organismos 549+0.4 0921021 406077 442+031 061107 291+06
ng/g
Agua 112+0.08 204+0.84 45+075 0.83+0107 1.13+021 3.61+0.36

po/l
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Las dimensiones de las almejas que permanecieron en los estanques de cultivo
del CICIMAR fueron de 4.42 + 0.25 cm de altura, su peso fue de 4.66 + 0.13 g de peso
humedo (0.788 + 0.215 g peso seco). No se observaron diferencias significativas en la
altura y peso de estos especimenes (p < 0.05, n = 18). En ellos se registraron las
siguientes concentraciones de los metales cadmio, cromo y plomo: 4.95 ug/g 0.77 ug/g
y 3.48 ug/g respectivamente, asimismo los niveles promedio de los xenobiéticos en el
agua fueron: 0.97 ug/l de Cd, 1.58 ug/i de Cr y 4.05 ug/l de Pb.

Como se puede apreciar en la Tabla 19 la época del afio en el que se observaron
las concentraciones de metales mas elevadas tanto en los organismos como en las
aguas, en las tres localidades fue en verano (julio). Solo se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones de plomo registradas en las dos épocas del afio
analizadas para los especimenes de las tres localidades (p < 0.05).

La proporciones promedio de los metales acumulados en los tejidos de las
almejas fueron para el vivero de Pichilingue: 1: 0.166 : 2.57, para Bahia Concepcion:
1:0.07:1.59 y en los estanques de CICIMAR: 1:0.143 : 0.65, para cadmio, cromoy
plomo respectivamente. La bioacumulacion de xenobidticos que se detectd en los
organismos procedentes de los tres sitios de muestreo fue, desacuerdo a su orden de
magnitud (de mayor a menor):

Pichilingue: Pb>Cd>Cr
CICIMAR: Cd>Pb>Cr
B. Concepcion: Pb > Cd > Cr
Las diferencias en la bioacumulacion de los metales podria deberse al hecho de

que en el medio natural, la toma de algin compuesto estd en funcidon de su
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disponibilidad, y es evidente que existen diferencias en la disponibilidad de los metales
en los diferentes lugares estudiados, ya que esto se ve reflejado en las concentraciones
de metales que se detectaron en los organismos de Pichilingue, Bahia Concepcion y

CICIMAR.

3.9.4 Cinética de acumulacion de metales toxicos

La acumulacién de metales en los tejidos de las almejas expuestas de manera
aguda siguié un modelo lineal (p < 0.02), el cual explicd entre un 86% a 99% de la
variacion de los datos. Las pendientes de estas curvas representaron la tasa de
incorporacion de metal (K ) (Tabla 20 y 21).

En las pruebas con juveniles de almeja, se observé que la tasa de incorporacion
aumentd, conforme se incrementd la concentracion de metal en el agua, con excepcién
de la Ky, registradas en los experimentos con plomo (Tabla 20).

La tasa de incorporacion (Ky,) promedio obtenida en los experimentos con
cadmio fue de 22.41, siendo esta razén 44 veces mayor en comparaciéon a la que se
detectd en las pruebas con cromo (0.506) y 1 veces por arriba a la registrada en los
ensayos con plomo (21.91).

Los valores de la tasa de depuracién (Kae) calculados en las pruebas con cromo
fueron mayores en comparacion a los registrados para la Ky, lo anterior indicé que la
incorporacion de este metal es menor a la eliminacion del mismo (Tabla 20).

De acuerdo a los montos registrados para las tasas de incorporacion (Ky), es
obvio que el metal que ingresa con mayor rapidez al organismo es el cadmio seguido

del plomo y cromo.

100



Efecto de los mmetales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catanna

RESULTADOS

Tabla 20. Tasa de incorporacién (Ki) y tasa de depuracién (Kqe) de metales obtenidas
en los bioensayos agudos con juveniles de Argopecten ventricosus. El tiempo de

exposicion a los toxicos fue de 192 horas (8 dias).

METAL EN EL METAL EN EL TASA DE TASA DE DEPURACION
AGUA ORGANISMO  INCORPORACION (Kio) (Kqe) I*dia
(ng/ml) (ng/g) ng* g dia
Cadmio
0.75 175.57 28.67 0.3867
0.187 131.43 16.16 0.160
Cromo

5.0 5.9 0.706 1.1554
0.2 25 0.306 0.221
Plomo
0.75 165.9 18.5 0.593
0.187 189 25.32 0.3474

En los bioensayos con adultos expuestos de forma aguda a los metales se
observo también que las tasas de incorporacion (Ki) aumentaron de manera directa
con la concentracion de metal presente en el agua. Las K, promedio calculadas fueron
de 21.83 en los ensayos con cadmio y de 11.13 y 19.7 para los experimentos con
cromo y plomo respectivamente (Tabla 21).

Al igual que lo ocurrido en los bioensayos con los juveniles, el cadmio es el metal

que se acumuld en proporcion mas elevada, seguido del plomo y cromo.
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Asimismo no se observo en las curvas de bioacumulacién la fase de equilibrio

(fase estacionaria), debido a que los organismos sucumbian antes de alcanzar este
estado. Por esta razdn no fue posible calcular la vida media biolégica de los metales en

estos experimentos.

Tabla 21. Tasa de incorporacion (Kw,) y tasa de depuracion (Kge) de metales
obtenidas en los bioensayos agudos con adultos Argopecten ventricosus. El tiempo de

exposicion fue de 144 horas (6 dias).

METAL EN EL METAL EN EL TASA DE TASA DE
AGUA ORGANISMO INCORPORACION (Ki,) DEPURACION
(ng/mi) (ng/g) pg * g dia (Kee) I*dia
Cadmio

20 287.53 143.51 2.11
0.5 175.57 29.18 0.823
0.125 87.05 14.48 0.61
0.0075 18.08 2.93 0.49
Cromo
12 15.22 25.37 2.166
3.15 4.54 7.56 0.69
0.19 2.85 0.475 0.198
0.048 0.56 0.092 0.174
Plomo
10 97.8 16.3 1.83
5 172.4 286 0.99
2.5 136.3 22.71 0.58
0.62 56.66 9.4 0.27
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Efecto de os metales Cd. Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina RESULTADOS

3.9.5 Cinética de acumulacién y depuracién de metales.

La cinética de acumulacién de metales observada en los bioensayos con
juveniles expuestos a concentraciones subletales de xenobidticos siguié un modelo
exponencial (p < 0.05, r* > 0.86) (Figura 27).

De manera general se advirtié que los valores de la tasa de incorporacion (Kg)
registrados en los diferentes experimentos, fueron aumentando conforme decrecié la
concentracion de metal en el agua (Tabla 22 ).

El numero de dias para alcanzar la fase estacionaria (fase de equilibrio) en el
proceso de bioacumulacion fue de 32, 377 y 14 dias para las concentraciones de
cadmio de 0.2 ug/ml, 0.050 pg/ml y 0.020 ug/ml respectivamente. Para niveles de 0.33
ug/ml y 0.032 ug/ml de cromo de 20 y 18 dias. Y para concentraciones de plomo de
0.75 ug/mly 0.187 ug/ml de 12 y 52 dias respectivamente (Tabla 22).

Durante el periodo de depuracion se observd que entre mas elevada es la
concentracion de metales presentes en los tejidos de los organismos, son necesarios
un mayor numero de dias para eliminar la mitad del contenido de xenobidticos por
medio de procesos fisioldgicos. Como se puede apreciar en la Tabla 22, para
concentraciones de 2.5 ug/g de cadmio en los tejidos de las almejas, son necesarios 9
dias para excretar la mitad de metal acumulado, mientras que para niveles de 2.1 pg/g
de cromo deben transcurrir 40 dias para depurar este xenobiético y son necesarios 8
dias para la eliminacién de 1.9 pg/g de plomo.

De lo anterior resalta que el cromo es el metal que se elimina con mayor lentitud
del tejido de las almejas seguido del cadmio. El plomo fue el metal que tarda el menor

tiempo para ser excretado.
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Tabla 22. Vida media biolégica de los metales y la tasa de depuracion (Kqe) obtenidos

en los bioensayos subletales con juveniles de Argopecten ventricosus expuestos a

- cadmio, cromo y plomo. El tiempo de exposicién y depuracion fue de 10 dias.

METAL EN METAL ENEL FASE DE ACUMULACION FASE DE DEPURACION
EL AGUA ORGANISMO
(ng/ml) TASA DE TASA DE TASA DE VIDA
(ng/g) INCORPORACION DEPURACION DEPURACION = MEDIA
(Keo) (Kae) (Kae) (DlAs)
pg * g dia I*dia I*dia
Cadmio
0.2 13.1 11.3 0.0709 - 0.0106 28
0.05 6.3 13.9 0.0061 -0.0184 16
0.02 2.5 28.3 0.171 -0.032 9.4
Cromo
0.33 2.1 1.02 0.116 - 0.0075 40
0.032 1.2 7.3 0.128 0.0129 23
Plomo
0.75 57 1.8 0.191 - 0.021 14
0.187 1.9 1.5 0.044 -0.039 8
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Efecto de [os imetales Cd. Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina RESULTADOS

3.10 Evaluacion de biomarcadores.

En este estudio se evaluaron 4 tipos de biomarcadores: a) Composicién quimica
de la glandula digestiva. b) Dafo oxidativo por efecto de radicales libres
(lipoperoxidacién). c) Dafio genético (genotoxicidad). d) Alteraciones en tejidos de la

branquia, glandula digestiva, rifidn e intestino (histopatologia).

3.10.1 Composiciéon quimica de la glandula digestiva

En juveniles expuestos a los metales en concentraciones de 0.35, 5.0, y 3.0 mg/I
de cadmio, cromo y plomo respectivamente, durante 96 horas de tratamiento, se
observé un decremento en la concentracion de los componentes de la glandula
digestiva de las 24 a las 96 horas de exposicidon (Figura 28). Cabe mencionar que las
concentraciones de metales probadas son muy cercanas a las Clsp,

Los niveles de proteinas se redujeron hasta un 95% en las pruebas con los
metales por separado (Cd, Cr y Pb). En los organismos expuestos a cadmio, también
se observo una disminucién del 72% en la concentraciéon de carbohidratos, mientras
que en las pruebas con los metales cromo y plomo varié de 21% a 50%.

La menor concentracion de lipidos, se encontré en los organismos expuestos a
plomo (Figura 28).

Contrariamente en el testigo se observé un aumento en la concentracién de
proteinas del 15%, pero una disminucién en los niveles de carbohidratos y lipidos en un
13% y 11% respectivamente. La prueba de Kruscal-Wallis demostré que la diferencia
entre los valores del testigo en comparacién con los de los tratamientos es significativa

(p < 0.034) (Figura 28).

109



(1) 40

24h 163k
24b o0

o
o
E
campo Tes Mix Pb canpo tes ix o+ A+ d+O
20 o (2)
o
o
£
campo tes mix C+Pb Cd+Pb Cd+Cr
8 - 10
(3) 8 T
B
campo tes mix Cr+Pb Cd+Pb Cd+Cr

campo Tes

Figura 28. Niveles de proteinas (1), carbohidratos (2) y lipidos (3) en la glandula digestiva de juveniles de Argopecten

ventricosus expuestos a concentraciones agudas de metales (Izq.) y mezclas de metales (Der.).

* Diferencias significativas con el testigo (p <0.05). 110



Efecto de los imetales Cd. Cr. Phy sus mezclas en la almeja catarina RESULTADOS

En los bioensayos con juveniles expuestbs a las mezclas de metales también se
detecté un decremento promedio en la concentracion de proteinas de 66%, los
carbohidratos decrecieron un 71.32% en promedio y los lipidos un 36%, siendo los
organismos expuestos a la mezcla de los tres metales, los que presentaron los
descensos mas marcados en los niveles de proteinas y carbohidratos, y la mezcla Cd +
Cr de lipidos (Figura 28).

En los bioensayos con adultos hubo un decremento en ios componentes de la
glandula digestiva de las 24 a las 144 horas de exposicién a los metales (Figura 29).

Los niveles de proteinas disminuyeron entre un 25% a 84% siendo estos valores
menores, si los comparamos con {os que se observaron en los ensayos con juveniles.

Los organismos expuestos a cadmio fueron los que tuvieron la reduccién mas
marcada, en la concentracidn de proteinas que fue de 84%.

En los experimentos con plomo se detectd una disminucién de 75% de
carbohidratos. Para Ilos lipidos la menor concentracién de éstos se obtuvo en las
pruebas con cadmio siendo el decremento del orden de 63% (Figura 29).

En las pruebas con las mezclas de metales hubo una reducciéon en las
concentraciones de proteinas que varié de 12% a 60%, para carbohidratos de 7% a
38% y en lipidos de un 20% a 37%, siendo la mezcla Cd + Cr + Pb donde se registraron
los valores mas bajos de proteinas (6.59 mg/g) y carbohidratos (9.77 mg/g) (Figura 29).

La diferencia entre los valores registrados para la concentracion de proteinas,
carbohidratos y lipidos de los organismos testigo, fue significativa en comparacién con
los niveles detectados en los organismos tratados con las mezclas de metales a las 24

y 96 horas de exposicién (p < 0.045).
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Efecto de los metales Cd, Cr. Pb y sus mezclas en la alimeja catarina RESULTADOS

En los experimentos con juveniles expuestos a concentraciones subletales de
metales durante 15 dias, se observaron variaciones en los componentes de la glanduia
digestiva (Figura 30).

Los niveles de proteinas aumentaron del primer al quinceavo dia en un 55% en
el testigo, un 53% en las pruebas con cromo y 8.3% en los bioensayos con plomo.

Pero en los experimentos con cadmio y la mezcla Cd + Cr + Pb hubo una
reduccion en los contenidos de este compuesto de 8% para el primer caso y de 11%
para el segundo (Figura 30).

La concentracion de carbohidratos de la glandula digestiva del testigo aumentd
en un 14%, mientras que en los organismos tratados con cromo se incrementd en un
10% y en los expuestos a plomo 300%. En los ensayos con cadmio y la mezcla Cd +
Cr + Pb se registré6 un decremento de los niveles de carbohidratos de 17% y 10%
respectivamente (Figura 30).

La cantidad de lipidos presentes en la glandula digestiva de los organismos
expuestos a cadmio y cromo se redujo en un 5% y un 3% respectivamente.

Pero en los bioensayos con plomo y la mezcla Cd + Cr + Pb se incrementaron los
niveles de lipidos de 42% para el primer caso y de 72% para el segundo. En el testigo
hubo un aumento del 50% de este compuesto (Figura 30).

Las concentraciones de proteinas, carbohidratos y lipidos de la glandula
digestiva de los testigos fue significativamente diferente a la de los organismos tratado.s

con los metales (p < 0.03).
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Efecto de los metales Cd, Cr. Pb y sus mezclas en la almeja catarina RESULTADOS

1
Tes Mix Pb Cr Cd
50 x 2
Tes Mix Pb Cr Cd
3

Figura 30. Concentracion de: 1) proteinas, 2) carbohidratos, 3) lipidos, de la glandula
digestiva de juveniles de Argopecten ventricosus expuestos a concentraciones subletales

de metales y de la mezcla Cd + Cr + Pb (mix). *Diferencias significativas con respecto al

testigo (p < 0.03)
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RESULTADOS

Efecto de los metales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina

3.10.2 Evaluacién del efecto de radicales libres (lipoperoxidacién) (Lipox) en
branquia y glandula digestiva de A. ventricosus

Los valores de lipoperoxidacion (Lipox) que reflejan los dafios producidos por las
radicales libres, aumentaron con el tiempo exposicion a los metales de 24 a 168 horas,
en las pruebas con juveniles de almeja (Tabla 23).

A 168 horas de tratamiento, los metales Cd y Cr fueron los mas deletéreos para
el tejido de la branquia y la glandula digestiva.

Las concentraciones de nM MDA/g registradas fueron de 92.3 en el tejido de la
branquia y de 134 en la glandula digestiva de organismos que fueron expuestos a
cadmio, mientras que en las pruebas con cromo los niveles de Lipox. fueron de 99.2 nM
MDA/g en branquia y de 133.6 nM MDA/g en glandula digestiva. En los testigos los
valores de Lipox fueron de 13.2 y 22 nM MDA/g respectivamente en estos tejidos.

Asimismo se observaron diferencias significativas entre la respuesta del testigo y
de los organismos expuestos a los metales (p < 0.05) (Tabla 23 ).

Con las mezclas de metales a las 24 horas de exposicion, los efectos de la
radicales libres fueron de entre un 15 a 50% mas altos si se comparan con a los valores
registrados en las pruebas con los metales solos.

Después de 96 horas de tratamiento, en la mezcla Cd + Cr fue donde se
detectaron los niveles mas elevados de Lipox en la glandula digestiva (179 nM MDA/g)
y en la branquia (92.3 nM MDA/g) (Tabla 23).

Asimismo, valores de mas de 100 + 10 nM MDA/g en branquia y de 140 + 20 nM

MDA/g en glandula digestiva son indicadores de que el organismo esta préximo a morir.
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Tabla 23. Lipoperoxidacion en tejido de branquia y glandula digestiva de juveniles de Argopecten ventricosus expuestos a

metales téxicos y sus mezclas.

METAL (mg/) LIPOPEROXIDACION (nM MDA/g)
BRANQUIA GLANDULA DIGESTIVA
24 h 96 h 168 h 24 h 96 h 168 h

Cadmio (0.35) 189+6.2 444 +01 923+37 433+116 60.2 +13.5 134.1+40
Cromo (5.0) 158+29 31.2+98 99.2+6.8 412+88 121.5+ 14 133.6 +8.2
Plomo (3.0 126 +0.9 37.7+1.45 50.8+2.5 46 + 0.6 76.16 + 17 99.7 +22.6
Cd (0.35) + Cr (5.0) 18.1 +10.2 923 +2.1 Nd 128.29 + 23 179.02 + 32 Nd

Cd (0.35) + Pb (3.0) 269+14 Nd Nd 81.18 + 254 Nd Nd

Cr (5.0) + Pb (3.0) 212 +41 42.02 +2.1 Nd 75.7+28 169.4 + 62 Nd

Cd (0.35) + Cr (5) + Pb (3) 287+15 28.7+15 89.3+10 65.4 + 20.6 125.7 £ 13 Nd

Cd (0.2) + Cr (0.2) + Pb (0.2) 21+6.8 485+ 2.1 37.7 +2.52 654+94 355+6.1 828+29
Testigo 9+31 11.3+24 13.4 +0.7 242 +106 211+3 22+24
Almeja Pichilingue 4.77 + 1 nd 6.2+0.89 18.37 + 1.98 Nd 228+12

Diferencias significativa entre los tratamientos y el testigo, con excepcion de plomo 24 horas (a < 0.05).



Tabla 24. Lipoperoxidacion en tejido de branquia y glandula digestiva de adultos de Argopecten ventricosus expuestas a

metales toxicos.

METAL (mg/l) LIPOPEROXIDACION (nM MDA/ g)
BRANQUIA GLANDULA DIGESTIVA
24 h 144 h 24h 144 h
Cadmio (0.5) 96+26 9243 +34 40.1+99 148 +7
Cromo (8.5) 551+ 0.56 14.45+27 48 + 2 125.21 + 201
Plomo (6.5) 4,53 +1.31 43+1.2 37+13 116.7+2.4
Cd (0.5) + Cr (8.0) 4582 +26 11235 257 + 411 152+ 3.4
Cd (0.5) + Pb (6.0) 7.78 + 1.34 12.97 + 1.31 179173 43.08 + 3.01
Cr (8.0) + Pb (6.0) 6.78 £ 1.55 12.16 £ 0.75 21.68 + 3.02" 3788 +7.18
Cd (0.5) + Cr (8) + Pb (6) 6.64 + 167 17.6 +3.1 29.45+5 34.36 + 3.1
Cd + Cr + Pb (0.32 c/u) 6.27 £ 2.09 522+1.12 415+105 69.06 + 2
Testigo 2.32 +0.44 2.0+0.12 257 +1.1 246+5.1
Almeja Pichilingue 461+ 087 Nd 18.37 £ 4.08 Nd

Diferencias significativa entre los tratamientos y el testigo, (a < 0.05)
* No presentan diferencia significativa en comparacién con el testigo
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Efecto de los metales Cd. Cr. Ph y sus mezclas en 1a alimeja catanna RESULTADGS

En las pruebas con adultos de almeja catarina se observo que los metales, que
tuvieron efecto oxidativo fueron el cromo sobre la glandula digestiva (125.21 nM
MDA/g) y el cadmio sobre el tejido de la branquia (92.43 nM MDA/g), a las 144 horas
de exposicidén (Tabla 24).

La mezcla de metales, donde se detectd los niveles mas elevados de Lipox
después de 144 horas de exposicidn, fue la combinacién Cd + Cr con 112.3 nM
MDA/g en branquia y 152.5 nM MDA/g en glandula digestiva (Tabla 24).

Los organismos procedentes del medio natural (vivero de Pichilingue)
presentaron concentraciones de MDA por debajo de las obtenidas en los experimentos.

En el tejido de la branquia de estos organismos el grado de Lipox evaluado fue
de 4.77 * 0.87, siendo este valor 20 veces menor al maximo registrado en los
bioensayos, mientras que en la glandula digestiva el nivel de MDA fue de 18.37 + 4.08
nM. siendo esta estimaciéon 8 veces menor al maximo observado en los experimentos

con los metales y las mezclas de estos.

3.10.3 Evaluacion de daflo genético en branquia
Los juveniles expuestos a cadmio durante 96 horas mostraron el mayor
porcentaje con células con dafo que fue de 91%. La longitud de los cometas
observados fue de 20 a 102 um. En las pruebas con cromo se detecto un 71% de
células con dafio y cometas con una longitud de hasta 112 um (Figura 31).
Asimismo en la mezcla de los tres metales se registré6 un nimero elevado de

celulas con dafio (90.5%) y la longitud de los cometas fue de 20 a 120 um.
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Efecio de los metales Cd. Cr, Pb y sus mezcias en la alimeja catarina RESULTADC
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Figura 31. Porcentaje de células con dafio genético y longitud de las caudas de cometa
(um), en el tejido de la branquia de juveniles de Argopecten ventricosus expuestos a

metales toxicos (0.35 mg/l Cd, 5 mg/l Cry 3 mg/l Pb) durante 96 horas.

En el testigo se registraron caudas que variaron de 5 a 20 um de longitud y el
porcentaje de células con dario fue del 16% (Figura 31).

El metal con mayor efecto genotéxico detectado en estas pruebas fue el cadmio,
seguido por la mezcla de los tres metales. El plomo mostré la menor genotoxicidad.

Asimismo se observo que existen diferencias evidentes en cuanto al nimero y el
grado de dafio de las células, pertenecientes a los diferentes tratamientos (t = 3.87; p <

0.05) en comparacion con el testigo.
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En los bioensayos con adultos se observé una relacion directa entre el nimero
de células con dafio y el tiempo de exposicion (t = 3.12; o= 0.05), asimismo un
aumento en el tamaro de los cometas de 24 a 144 horas de tratamiento, en las pruebas

con los metales Cd, Cr, y la mezcla de los tres metales (Figura 32).
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Figura 32. Porcentaje de células con dario genético y longitud de las caudas de cometa
(um) en el tejido de la branquia de adultos de Argopecten ventricosus expuestos a

metales téxicos (0.5 mg/l Cd, 8.5 mg/l Cr, y 6.5 mg/l Pb).

A las 144 horas los organismos tratados con cadmio presentaron un 97% de
células con dafio, los tratados con cromo un 74% y con plomo 42%, mientras que en el

testigo solo se observé un 21% de células con dafio. En general, cuando se
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encontraron porcentajes de células con dafio genético por arriba del 80% y con caudas
de longitudes de entre 100 a 152 um correspondieron a organismos moribundos.

La genotoxicidad de los metales observada en esta evaluacion fue:

Cd>Cr>Cd+Cr+Pb>Pb

Asimismo, el indice del tejido de la branquia (ITB) fue un buen indicador del
grado de dafio genético observado en los diferentes tratamientos, ya que se registro
una relacién inversa significativa (* = 0.958) entre este indice y los porcentajes de
celulas con dano genético, ya que a valores bajos del ITB correspondieron porcentajes

altos de células con dafo en la branquia (Tabla 25).

Tabla 25. Valores del indice del tejido de la branquia (ITB) y porcentaje de células
con dafo genético registrados en los experimentos con adultos de A. ventricosus

expuestos a metales tdxicos.

Metal Indice branquial Dario genético
(mgll) (%) (% de células con dario)
24h 144 h 24 h 144 h
Cd (0.5) 11.39 5.68 88 97
Cr (8.5) 15.57 9.69 62 74
Pb (6.5) 16.37 11.2 39 42
Cd+Cr+Pb 16.03 9.51 54 65
testigo 18.8 17.8 24 31
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4.10.3 Evaluacién de histopatologia

Uno de los marcadores que se utiliza con mayor frecuencia en los estudios
ecotoxicoldgicos es evaluar los cambios ocurridos en los tejidos de los organismos
como resultado de la exposicion a algun tdxico.

Para realizar esta evaluacién se compara la apariencia de los tejidos,
con el fin de determinar el grado de anormalidad de los pertenecientes a un organismo
expuesto a un xenobidtico con los de uno no expuesto.

Se analizaron 245 preparaciones aproximadamente. Los organismos expuestos
a cadmio (0.75 ppm) presentaron dafos en la branquia consistentes en pérdida de cilios
en las células apicales, descamacioén y atrofia de las células, y pérdida de las células de
los ctenidios (Figura 33).

Esto concuerda con los resultados obtenidos en la tasa de consumo de oxigeno,
ya que a partir de 48 horas de exposicion a elevadas concentraciones de Cd se observo
una reduccién de hasta un 70% del consumo de oxigeno de los organismos ocasionado
por la perdida del tejido branquial, antes de 96 horas los organismos mueren.

Las células apicales y laterales que conforman el ctenidio (unidad funcional de
las branquias) de los organismos expuestos a dosis bajas de cadmio (0.18 y 0.046 ppm)
fueron significativamente mas pequefias en comparacion con las del testigo (p > 0.05),
ademas se observé una reduccion y en algunos casos la desaparicion de las células
secretoras en el ctenidio.

Se detect6é también dafio en glandula digestiva, donde se observé reduccion y
perdida de tejido de manera gradual conforme aumenta el tiempo de exposicién a al

metal (0.187 mg/l de cadmio a las 24, 96 y 192 horas) (Figura 34).
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Figura 33. Dano en el tejido de la branquia de Argopecten ventricosus expuesta

a cadmio (0.75 mg/l). a) Testigo (400 X). b) Ctenidio con pérdida de cilios
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Figura 34. Dario en glandula digestiva ocasionada por la exposicién a cadmio.

a) Testigo (200 X). b) Tejido de organismos expuestos a 0.187 mg/l de



Efecto de los imetales Cd, Cr. Pb y sus mezclas en la almeja catarina RESULTADROS

El manto también presentd dafos consistentes en reduccion de tejido, aumento
de hemocitos y areas de pérdida de tejido (necrosis) (Figura 35).

Asimismo se observd que los organismos expuestos a las concentraciones de
0.18 y 0.046 mg/l de cadmio sobreviven después de 192 hrs.

En los tejidos de los organismos expuestos a plomo, se observaron dafos en el
tejido nervioso presente en los palpos y un incremento en el nimero de hemocitos
(Figura 36). También se observé un aumento en el tamario de las vacuolas del epitelio
intestinal, y pérdida de las microvellosidades (Figura 37).

En branquia se observd pérdida de los cilios de las células apicales y la
presencia de células cafés en las células laterales (Figura 38). Esas células cafés o
cuerpos cafés son concreciones de materiales de desecho y se consideran como un
mecanismo de autodepuracion (Simkiss y Mason, 1983).

En manto se encontré también darno, consistente en perdida de tejido y aumento
de hemocitos. Los organismos expuestos a plomo, tanto a concentraciones agudas
como bajas, sobrevivieron después de las 192 hrs.

Los tejidos de los organismos expuestos a la mezcla Cd + Pb mostraron
alteraciones en el tejido nervioso de los palpos, se observé también pérdida de tejido en
manto con aumento de hemocitos.

En las branquias se encontrd, pérdida de los cilios de las células apicales del

ctenidio, y presencia de células cafés (Figura 39). En rifién se observd presencia de
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Figura 35. Daiio en el tejido del manto por exposicion a cadmio (0.187 mg/l).
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Figura 36. a) Necrosis en el manto ocasionado por exposicion a plomo
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Figura 37. Tejido del intestino mostrando: a) aumento en el numero y tamaio
de vacuolas, b) pérdida del epitelio ciliar, ocasionados por exposicion a
Plomo (0.187 mg/l) (120 X).
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Figura 39. Dafio en branquia por la exposicion a la mezcla de Cd + Pb

(1.5mg/N). a) Se puede apreciar la pérdida de los cilios apicales (1) y la
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CAPITULO 4 DISCUSION

Las condiciones que prevalecieron durante la aclimatacion y la realizacién de los
bioensayos tuvieron una variacion minima en parametros como la temperatura,
salinidad y pH (Tabla 1). Esta situacion es necesaria al realizar estudios de tipo
toxicoldgicos con organismos vivos (Bayne et al., 1976; 1978; 1979, Buikema et al.,
1982 y APHA, 1994).

Esto es importante de recalcar debido a que las respuestas observadas en las
diferentes pruebas con los metales, fueron ocasionadas por los xenobioticos y no por la
variaciones en otros parametros, esto se comprobd ademas con el analisis estadistico
que se realizd para cada prueba, donde la variacion de los datos se explicaba en
funcién al tratamiento con los metales.

Asimismo, la secrecidn de biso por las almejas testigo y por organismos
expuestos a concentraciones subletales de metales, hecho que ocurrié durante el
desarrollo de los bioensayos, fue un indicio de que los especimenes se encontraban
en condiciones de salud favorables, ya que autores como Reish y Ayers (1968), Carry
Reish, (1978) y Silva-Loera (1986), describieron este mismo suceso y consideraron que
la formacién de esta estructura es un buen indicador de que los organismos tenian
condiciones de buena salud.

Por estas razones, las respuestas detectadas en este estudio se debieron a la

exposicion a los metales de prueba y no a variaciones en parametros ambientales o
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DISCUSION

4.1 Efectos de los metales y sus mezclas sobre la supervivencia de larvas,
juveniles y adultos de almeja catarina

Los niveles naturales en que se encuentran los metales toxicos disueltos en el
agua de mar, estan en el orden de ppb (partes por billén) sin embargo, las
concentraciones necesarias para estudiar las respuestas de los organismos expuestos
aellosesde 3 a4 érdenes de magnitud mayor a las presentes en el medio natural.
Esto se hace evidente cuando se realizan ensayos de letalidad, donde la evaluacién es
macroscopica y se realiza por medio de la muerte de los organismos.

En los bioensayos de letalidad aguda no se intenta reproducir las condiciones
ambientales, sino mas bien son un procedimiento experimental que permite conocer la
sensibilidad de los organismos a un toxico y asi conocer el efecto maximo que éste
produce, que es el deceso de éstos. Sin embargo, en el medio natural la exposicién
de tipo aguda solo ocurre cuando hay accidentes que dan como resultado el aporte de
toxicos en concentraciones elevadas, que dependiendo de la magnitud de Ia
contingencia afecta a una o mas poblaciones o al ecosistema entero. Por esta razén
es importante contar con informacién originada de los ensayos agudos cuyo propdsito
es |la determinacién de la ClLsp.

La informacién que aporta la CLsp es utilizada con dos fines:

a) Para conocer la sensibilidad de la especie a diferentes xenobiéticos.

b) Para determinar las concentraciones seguras de “no efecto” para los organismos

(APHA, 1994)
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En los resultados obtenidos en las pruebas de letalidad con larvas, juveniles y
adultos de Argopecten ventricosus fue evidente que estos organismos son mas
sensibles a los metales probados, en comparacién con otras especies (Tabla 26).

En las pruebas con cadmio, la ClLsp calculada para larvas de A. ventricosus fue
de 0.207 mg/l este valor es 3 veces menor del que toleran las larvas de ostion
japonés, 5 veces inferior al tolerado por las larvas de Mercenaria mercenaria, y 86 veces
menos de lo que soportan las larvas de Artemia sp. (Tabla 26).

En los ensayos con juveniles de almeja catarina y cadmio se observé que el valor
de CLso fue de 0.396 mg/l, siendo 45 veces menor al que toleran los nauplio de Artemia
sp. y 3 veces menor al que resisten los juveniles de Argopecten irradians.

En las pruebas con adultos expuestos a cadmio se percibid que el valor de CLsg
fue 18 veces inferior al que toleran los ostiones (Crassostrea virginica), 1.8 veces mas
bajo que lo que toleran las almejas del Atlantico (Argopecten irradians )y 3.5 veces
inferior al reportado para Chromomytilus chorus , el choro Chileno (Tabla 26)

En los experimentos con cromo la Clso para larvas de almeja catarina fue 2
veces inferior a la que toleran las larvas de ostién japonés y las larvas de la almeja del
Atlantico (4. irradians). En adultos, la ClLsy detectada fue 2 veces inferior a la
reportada para el ostién (C. virginica), 21 veces por abajo a la que tolera Macoma
balhica, y 1.5 veces menor a la calculada para Rangia cuneata (Tabla 26).

La EPA (Environmental Protection Agency) en 1984 realizd un estudio para
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Tabla 26. CLso (Concentracion letal 50) observadas en diferentes organismos

marinos.
ORGANISMO METALE Smg/l REFERENCIA
CADMIO CROMO PLOMO
Clso Clso Clso
Argopecten irradians 1.0 (J) Pesch y Stewart, 1980
1.48 (A) Nelson et al 1976
Crassostrea gigas 0.611 (L) 454 (L) 0.758 (L) Martin et al 1981

Crassostrea virginica 14.29 (A) 1829 (A) 2.45(L) Calabresey Nelson, 1974

Barrera et al 1998

Mercenaria mercenaria 0.78 (L) Calabrese y Nelson, 1974
Mytillus edulis 1.20 (L) 4.47 (L) 9.5 (A) Martin et al 1981

Macoma balhica 190 (A) EPA, 1984

Rangia cuneata 14.0 (A) Olson y Harrel, 1973
Choromytilus chorus 2.8 (A) Roman et al 1994

Artemia franciscana 18.0 (L) 1.9 (L) Mance, 1987

Argopecten ventricosus 0.207 1.97 1.039  Este estudio

L)

Argopecten ventricosus 0.396 3.4 0.835  Este estudio

¥
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2-12 mg/l, y el valor obtenido para los adultos de la almeja catarina se encuentra
dentro de estos valores.

En los bioensayos con plomo se detectd un valor de CLso para larvas de almeja
catarina de 1.037 mg/l, siendo este superior entre 2 a 1.3 veces al que toleran para
larvas del ostidon japonés y de Mercenaria mercenaria. En adultos, el valor de Clso fue
1.3 veces inferior al reportado para Myftillus edulis.

Como se menciond antes, la toxicidad de los metales con base en sus Clsg fue
(de mayor toxicidad a menor). Cd > Pb > Cr. Este hecho fue observado también por
Martin et al., (1981) en larvas de ostion japonés (Crassostrea gigas), y por Barrera et al.,
(1999) en adultos de ostidn del Atlantico (C. virginica) .

Por otro lado, las CLsp obtenidas en los diferentes bioensayos con larvas,
juveniles y adultos de la almeja catarina se encuentran entre diez a mil veces por arriba
a las concentraciones de metales registradas en las aguas de los sistemas costeros del
Pacifico mexicano. Pero se debe recalcar la sensibilidad de estos organismos a los
metales, cuya tolerancia es menor a la que soportan las larvas de Artemia sp.

Dentro de la Normatividad Mexicana, la Norma Oficial Mexicana (NOM) para la
descarga de aguas residuales a sistemas costeros, contempla el uso de los nauplios de
Artemia como organismos indicadores de la toxicidad de los efluentes (NMX-AA-110-

1995-SCFI).

Como se menciond antes, A. ventricosus es mas sensible que los nauplios



Asimismo, la NOM-ECOL-001-96, establece los limites permisibles de diversos

contaminantes presentes en las aguas residuales, que se vierten a la zona costera.
Estos limites son, para los metales involucrados en este estudio:

Cd 0.1 mg/l (promedio mensual) y 0.2 mg/l (promedio diario)

Cr 0.5 mg/I (promedio mensual) y 1.0 mg/l (promedio diario)

Pb (0.2 mg/l (promedio mensual y 0.4 mg/l (promedio diario).

Para las larvas pediveliger de A. ventricosus cuya ClLsp para cadmio es de
0.207 ‘mg/l, el criterio de Ié NOM de 0.2 mg/l (P.D.) seria perjudicial para ellas, si
prevalecen estos niveles por mas de 4 dias. En juveniles de la almeja catarina se
observd que la Clsp de la mezcla Cd + Cr + Pb es de 0.300 mg/l, (que corresponde a
0.100 mg/l de cada metal), por lo que los niveles establecidos como limites permisibles
para estos metales son perjudiciales para este estadio.

Es obvio que estas concentraciones establecidas como limites permisibles
sufren de una dilucion al ser vertidas al medio natural, pero esto depende de la

magnitud de las descargas y de su cercania a los lugares de cultivo de esta especie.

4.2 Efectos de los metales y sus mezclas en la fisiolégia de larvas, juveniles y
adultos de almeja catarina
En los experimentos realizados por Bayne et al., (1978, 1979, 1981 y 1985) se

identifico la relacion directa entre el estrés ambiental y la respuesta fisiolégica de los
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Asi mismo, Martin y Sevareio (1982), observaron que existe una relacién inversa entre
los niveles de contaminantes y los valores de algunas funciones fisiologicas como son:
la tasa de respiracién, la tasa de excrecién, la tasa de filtracion y la tasa de
crecimiento. Bajo estos conceptos, puede esperarse en los organismos expuestos a
contaminantes, tengan respuestas fisiologicas diferentes de las que se observan en
organismos provenientes de zonas no contaminadas o0 no expuestos a xenobidticos.

En las pruebas donde se evaluaron las respuestas fisiolégicas de las almejas
expuestas a los metales cadmio, cromo, plomo y sus mezclas, se observé que estas
respuestas fueron significativamente diferentes (o < 0.05) a las que presentaron los
testigos no expuestos. Asimismo se observaron diferencias significativas en las
respuestas a concentraciones agudas y subletales.

La concentracion subletal de un téxico se considera que es aquella en la que se
presentd una mortalidad no mayor al 10% por arriba de la que se observd en el testigo
en una prueba de letalidad (Bayne et al., 1981). Las concentraciones subletales son
utilizadas en bioensayos en donde los efectos a evaluar son diferentes a la letalidad.
En la actualidad se ha visto la necesidad de la realizacion de este tipo de pruebas ya
que aportan informacidén necesaria para la prediccion de efectos a largo plazo como
consecuencia de exposiciones cronicas (Perkins, 1989).

En las pruebas realizadas con larvas de almeja catarina, donde se evalué el

efecto de los metales sobre la fijacién de larvas, se detectd que en concentraciones
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Es evidente el cadmio es el que tiene el efecto mas severo sobre la fijacion de
larvas, algo similar fue observado por Bryan (1976) en los asentamientos de las larvas
del mejilldén Mytillus edulis. La fijacion de las larvas es una etapa crucial en el
reclutamiento de los organismos, debido a que en este periodo ocurre entre un 20 a
40% de mortalidad de tipo natural (Loosanoff, 1963), por lo que es obvio el efecto que
tendria si se expone a las poblaciones de almeja, ya sea naturales o cultivadas, a las
CEsp arriba sefialadas por periodos de tiempo superiores a 1 ario.

Otra de las respuestas fisiolégicas evaluada en este estudio fue el aumento de
tamafo de juveniles expuestos a los xenobiéticos. E! metal que tuvo el efecto mas
severo sobre |a tasa de crecimiento de juveniles A. ventricosus fue el cadmio. La CEso
donde se observo una disminucién en esta tasa fue de 0.047 mg/l, de cadmio.

Wo et al,, (1999) Observaron un decremento del 50% en la tasa de crecimiento
del gasterdpodo Nassarius festivus expuesto a concentraciones de 0.22 mg/l de
cadmio. Asimismo Stromgren (1982), detectd también una disminucién en crecimiento
de Mytillus edulis en niveles menores de 0.010 mg/l, de este metal. Mientras que Pesch
y Stewart (1980) advirtieron que 1.2 mg/l de cadmio inhibié el aumento de talla de
Argopecten irradians (almeja del Atlantico) en un 50%.

Por todo lo anterior es evidente que la concentracion necesaria de Cd para
inhibir la tasa de crecimiento de A. ventricosus, es casi un 50% y 75% inferior a la que
se requiere para observar el mismo efecto en A. irradians y en N. festivus
respectivamente.

Monsalvo (1998), realiz6 un estudio sobre el crecimiento de los juveniles de A.

ventricosus en condiciones controladas (37 % y 20 °C), obteniendo tasas de crecimiento
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de 0.070 mm/dia. Mientras que Avilés-Quevedo (1990) registré un valor de 0.0335
mm/dia a 36 %0 y 23 °C. En los experimentos realizados en este estudio, las tasas de
crecimiento calculadas fueron de 0.020 a 0.014 mm/dia en los tratamientos con
cadmio, de 0.025 a 0.014 mm/dia en los ensayos con cromo, de 0.032 a 0.011 mm/dia
en las pruebas con plomo y en las mezcla Cd + Cr + Pb la tasa de crecimiento vario
de 0.02 a 0.011 mm/dia.

Estos valores son sumamente inferiores a los reportados por Monsalvo (1998) vy
Avilés-Quevedo (1990), pero en los testigos se registraron valores de entre 0.045 a
0.065 mm/dia, siendo estos montos similares los observados por estos dos autores.
Cabe mencionar que durante el desarrollo de los ensayos (30 dias), los organismos se
alimentaron con una dieta de Chaetoceros-Tetraselmis (3.0 x 10°), similar a la utilizada
por Monsalvo (1998).

Los cambios en el comportamiento de los organismos que tienen contacto con
compuestos toxicos, rara vez son evaluados debido a que en la mayoria de los casos
este tipo de estimaciones son subjetivas y las respuestas son dificiles de interpretar.
La conductas de huida, movimientos erraticos y retraimiento son indicios de respuestas
primarias de los organismos al tener interaccién con un xenobiédtico (Albores, 1996).

La conducta de escape en las almejas esta bien documentada por Mellon
(1969), Moore y Truemen (1971), Bloom (1975), Wilkens (1981) y Pitcher y Butler

(1987), como un medio para librarse de sus depredadores, tales como erizos, estrellas
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Asimismo, la apertura maxima de valvas se ha observado en especimenes que
estdn a punto de iniciar el desove, (Sainz, Com. Per.) y también se ha registrado en
organismos que estan en estado de estrés (Caceres, Com. Per.). Como se mencion6
antes, los adultos de A4. ventricosus expuestos a cadmio y cromo presentaron este tipo
de comportamiento, pero no ocurrié el desove posteriormente. Esta respuesta puede
denotar un tipo de “irritacion” en algunas estructuras del espécimen que provoca esta
apertura de valvas.

Del mismo modo, la velocidad en el cierre de valvas esta involucrada con la
salud del organismo, ya que lesiones en el musculo abductor causadas por parasitos o
infecciones o alteraciones en las células sensorias localizadas en los tentaculos
situados en el borde del manto, originan alteraciones en el cierre de las valvas
(Beninger y Le Pennec, 1991). Posiblemente, el retardo en el cierre de valvas de los
organismos tratados con toxicos, sea indicativo de posibles danos originados por el
metal al que fueron expuestos, ya que esta respuesta involucra la coordinacién
nerviosa.

Las almejas expuestas a plomo tuvieron alteraciones en el cierre de valvas
después de 96 horas de exposicion. Al revisarlas bajo el microscopio, se detectaron
lesiones en los tentaculos, estas lesiones son la causa de la respuesta alterada de
cierre de valvas ya que en estas estructuras se encuentran los receptores que
perciben los estimulos mecanicos.

Con base en todo lo anterior, las respuestas de conducta observadas serian un
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exposicion hasta 3 o 4 dias después. La apertura maxima de valvas y de la conducta
de escape no son especificas a la exposicion de metales, mientras que la velocidad de
cierre de valvas si refleja un posible dario por el efecto de estos toxicos.

La tasa de consumo de oxigeno se considera como una respuesta que esta en
estrecha relacion con los cambios del medio ambiente y el estado fisioldgico del
organismo, ésta tasa es un buen indicador cuando los organismos son expuestos a
algun téxico de manera accidental o experimentalmente (Bayne et al., 1976). En los
bioensayos con juveniles y adultos de almeja catarina y los metales cadmio, cromo y
plomo se detect6 de manera general, un decremento en la tasa de respiracion
relacionada con el aumento del tiempo de exposicion a estos metales, este mismo
hecho fue observado por Cheung y Cheung (1995), cuando expuso a Perna viridis a
concentraciones de cadmio de entre 0.15 a 1 mg/l.

En estudios previos realizados para evaluar la tasa de respiracién de 4.
ventricosus en condiciones experimentales, Silva-Loera (1986) reporta valores de 0.68
ml O2/g/h en adultos y de 1.3 ml O2/g/h en juveniles, que se mantuvieron a 20°C, y 36
%00, Mientras que Sicart (1999) registré montos de 2.4 a 1.24 ml O2/g/h en juveniles
mantenidos a 21 °C. La tasa de consumo de oxigeno determinada en este estudio
varid de 5.6 a 0.58 ml O2/g/h en juveniles y de 1.9 a 0.040 ml O,/g/h en adultos, siendo
estos valores sumamente diferentes a los indicados anteriormente. Cabe mencionar
que los bioensayos se realizaron a temperaturas similares a los efectuados por estos
investigadores (20 °C +/-2), por lo que es probable, que la exposicidon a los metales

fue el factor responsable de la respuesta diferente de los organismos, ya que los
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testigos tuvieron un consumo de oxigeno similar al calculado por Silva (op. cit.) y Sicart
(op. cit.).

Los desechos nitrogenados son producto del metabolismo de las proteinas y
acidos nucleicos. Las proteinas degradadas provienen de la dieta o de las reservas
estructurales del organismo. La tasa de excrecion también esta influenciada por
factores fisiolégicos y ambientales y conjuntamente con la tasa de respiracién son
indicadoras de la condicién fisiolégica de un organismo o de su estado de salud (Bayne
et al., 1976). En las pruebas realizadas con los juveniles y adultos de A. ventricosus se
observé un incremento de la tasa de excrecion conforme aumenté el tiempo de
exposicion a los metales. Algo similar fue observado por Cheung y Cheung (1995) en
Perna viridis expuesta a cadmio.

Baber y Blake (1985), midieron la tasa de excrecién de amonio de A. irradians,
en condiciones naturales encontrando valores de entre 75 a 140 ug de NHs/g/h. Los
valores determinados en los testigos de las pruebas realizadas en este estudio,
fluctuaron de 73 y 148 ng de NHa/g/h, siendo estos montos similares a los que se
registrados para 4. irradians (la almeja del Atlantico), mientras que la tasa de
excrecion calculada en los experimentos con los metales, aumenté hasta un 300% .

Las respuestas de los organismos a la acciéon de algun agente, se miden de
manera aislada para posteriormente integrar estas respuestas con el fin de profundizar

en la compresién de los procesos que son los responsables de ciertos eventos
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proporciona informacién sobre el balance entre el catabolismo de las proteinas, lipidos
y carbohidratos y se considera como un indice del grado de estrés al que estan
sometidos los organismos (Corner y Cowey 1968; Bayne ef a/ 1976, Widdows 1978).

Una tasa elevada de catabolismo de proteinas, en comparacién con la
degradacion de carbohidratos y lipidos da como resultados un valor bajo en la relacidn
O:N, que es indicativo de condicion de estrés alto . Pero un valor alto de esta razén
por lo tanto, indica la predominancia del catabolismo de carbohidratos y lipidos, lo que
significa niveles de estrés bajos.

Los valores obtenidos para la relacion O:N indicaron que los organismos
estuvieron en estrés durante el desarrollo de los bioensayos y que hubo un aumento de
este estado conforme se incremento el tiempo de exposicion a los xenobidticos. Algo
semejante fue observado Bayne et al., 1976, 1978, en el mejildn Mytilus edulis y por
Cheung et al., (1995) en Perna viridis, expuesta a cadmio.

Baber y Blake (1985) determinaron el indice O:N en ejemplares de Argopecten
irradians en condiciones naturales, y observaron que valores superiores a 22 indicaron
catabolismo de carbohidratos, entre 22 a 12 catabolismo de lipidos, y los menores a 9
de proteinas.

Los valores de esta razon, en los bioensayos con juveniles de almeja catarina
expuestos a los metales y a la mezcla Cd + Cr + Pb fueron menores a 9. En adultos,
los montos del indice O:N fluctuaron de 6.9 a 0.23 en las pruebas con los metales

solos y 10 a 3.1 con las mezclas, después de 96 horas de exposicion.
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xenobidticos y la magnitud de este estado aumenté con el tiempo de exposicién. Cabe
mencionar que los testigos tuvieron valores del indice O:N por arriba de 20.

Por otro lado, la tasa de filtracién esta intimamente ligada con la alimentacién de
los organismos, por lo que alteraciones en esta actividad repercuten directamente en el
aumento de peso y la talla de los especimenes. En los bioensayos realizados con la
almeja catarina se detectd que la tasa de filtracidn disminuyd en funcién de los
incrementos de la concentracion de metal y del tiempo de exposicién. Autores como Lin
et al., (1993) y Abraham et al., (1986) observaron también un decremento en la tasa de
filtracion en el ostion japonés y el bivalvo Villorita cyprinoides expuestos a
concentraciones crecientes de los metales cadmio y cromo.

Palmer (1980), midi6 la tasa de filtraciéon de |la almeja del Atlantico A. irradians
en condiciones naturales, obteniendo valores 4.854 (+ 2.258 I/h/g) en adultos de esta
especie, mientras que Chipman y Hopkins (1964) y Kirby y Smith (1972) sefalaron
que la tasa de filtracion para juveniles es de 6 I/h/g entre 21-25 °C.

Los valores obtenidos en el presente estudio para la tasa de aclaramiento
variaron de 2.95 a 0.98 I/h/g para los organismos expuestos a cadmio, de 3.32 a 1.2
I’lh/g con cromo, y de 4.49 a 1.13 I/h/g con plomo, en las mezclas de metales los
valores variaron de 2.9 a 1.18 l/h/g, siendo estos montos mucho menores en
comparacion con los obtenidos por los autores citados antes. Pero los testigos tuvieron
un valor promedio de 5.8 +/- 1.33, similar a lo observado por Palmer (1980).

En los bioensayos donde se evalud el efecto de los metales y sus mezclas sobre
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tiempo de exposicidn a los metales, siendo este hecho mas evidente en los organismos
expuestos al cadmio y las mezclas con este metal. Todo lo anterior indicé que la
exposicion a los metales causo alteraciones en los procesos fisioldgicos. Las reservas
de energia destinadas a procesos metabdlicos tales como el crecimiento, o aumento
de peso fueron utilizadas para compensar fisiologicamente el estrés originado por la
presencia de las sustancias téxicas, todo esto se traduce en un retardo en el
crecimiento de estos organismos, y posiblemente en una disminucién del reclutamiento

de juveniles.

4.3 Bioacumulacién de metales en juveniles y adultos de almeja catarina

La bioacumulacion de metales ocurre cuando la tasa de incorporacién del
xenobidtico excede la tasa de eliminacidén (depuracion), este es un proceso dinamico
que es afectado por factores exdgenos y endogenos, dentro de los factores enddgenos
se refieren a la edad, talla, peso y condicién reproductora de los organismos, y los
exogenos a las variables ambientales. Un factor exdgeno que influye directamente en
la toma de los metales, es la disponibilidad de los mismos.

En los bioensayos realizados en este trabajo se utilizdé sales como fuente de
metales, que al disociarse en el medio acuoso parte del metal queda en forma libre
(disuelta). En esta forma es disponible y puede ser tomado por los organismos

(Fergusson, 1982).

Debido a que dentro de los objetivos de este estudio no se establecié la
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recalcar que las concentraciones de xenobidticos que se fijaron para el desarrollo de
los bioensayos, se calcularon con base en sus coeficientes de solubilidad,
considerando que el agua de dilucién tenia una salinidad de 36 %, , por ejemplo, el
Pb(NO3), solo es soluble en agua marina en concentraciones menores a 10 mg/l, el
CdCl; en concentraciones menores a 25 mg/l y el K.Cr,O; en concentraciones por
debajo de 50 mg/l (Fergusson, 1982).

Las vias de entrada de los metales al organismo son: por el contacto con
estructuras como el manto y las branquias, y en el alimento.

Los metales toxicos ingresan y se acumulan en el organismo imitando el
comportamiento de los elementos esenciales, de este modo ingresan y se incorporan a
los tejidos, mediante los sistemas de transporte y almacenamiento de compuestos
endogenos, a esta imitacion de los metales toxicos a las biomoléculas se denomina
mimica molecular (Ayala-Fierro, 1999).

La bioacumulacién de metales observada, en los experimentos realizados con
juveniles y adultos de almeja catarina fue (de mayor a menor): Cd > Pb > Cr, siendo el
cadmio el metal que penetra en mayor cantidad a los tejidos de las almejas, ya que
este metal imita (mimica) el comportamiento del calcio.

Los pectinidos son acumuladores eficaces de cadmio este hecho fue observado
por Vattuone et al., (1976) en Hinnites sp.; Kamimura (1980)-lo detecté en Pecten sp.;

Carmichael et al., (1979) en la almeja del Atlantico y Topping (1973) en Pecten maximus

y Chlamys sp.
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metal en el agua, mayor concentracidon en los tejidos del organismo). Este mismo
hecho fue observado por Watting (1983) en Crassostrea gigas, C. Margaritacea, Perna
perna Y Choromytilus meridionalis, expuestos todos ellos a metales toxicos. Palmer y
Rand (1977), lo observaron en organismos de Placopecten sp. y Palmer (1980) lo
detectd también en ejemplares de Argopecten irradians. .

Los valores maximos del factor de bioacumulacién observados en los tejidos de
las almejas catarinas adultas fueron de 2410 en organismos expuestos a

concentraciones de 7.5 ug/L de cadmio en el agua, de 14.4 para especimenes

expuestos a 3150 ug/L de cromo, y de 98 para tratados con 10,000 ug/L de plomo, el
tiempo de exposicion fue de 144 horas, y como se dijo anteriormente, el metal que
mayormente se acumuloé en el tejido de estos organismos fue el cadmio.

En el proceso de bicacumulaciéon de metales se pueden apreciar 2 fases:
En la primera fase (fase 1), la tasa de incorporacion del metal es superior a la tasa de
depuracion, dando como resultado un aumento en la concentraciéon de metal dentro del
organismo de manera acelerada.
En la segunda fase (fase Il), la tasa de toma y de depuracién estan en equilibrio, por lo
que no se aprecia un aumento en la concentracion de metal dentro del organismo. Aqui
pueden ocurrir dos cosas, que el organismo mantenga estable la concentracion de
metal en sus tejidos sin afectar su estado de salud o que ocurra una saturacién y
ocurran efectos adversos en su fisiologia hasta causarle la muerte (Cumninghan,
1979).

En los bioensayos de exposicién aguda, se identificaron solo la fase | del

proceso de acumulacion. La tasa de incorporacion de cadmio siempre fue mayor a la
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de cromo y plomo, esto se observd en las pruebas con juveniles y adultos de almeja
catarina. Asimismo, los organismos llegaron a un estado de saturacion muriendo
posteriormente.

Las concentraciones de metales encontradas en estos organismos proximos a
morir fueron de 0.3078 mg/g de cadmio, 0.1522 mg/l de cromo y 0.978 mg/g de plomo.
Estas concentraciones pueden ser de utilidad cuando se realizan estudios de
histopatolégica, para determinar las causas posibles del deceso de los organismos.

La acumulacién de metales observada en los organismos procedentes de bahia
Concepcién (zona central del canal de navegacion), vivero de Pichilingue y de los
estanques de cultivo de CICIMAR-IPN, presentaron diferencias y de acuerdo a su
orden de magnitud fue (de mayor a menor):

Pichilingue: Pb>Cd>Cr
CICIMAR: Cd>Pb>Cr
B. Concepcion: Pb > Cd > Cr

Lo anterior demuestra que en Bahia Concepcidn y el vivero de Pichilingue el
metal que estuvo en mayor disponibilidad es el plomo. En los estanques de CICIMAR,
los resultados indican que el metal mas biodisponible fue el cadmio.

Debido a que no forma parte de los objetivos de este trabajo, no se puede definir
con precision las fuentes de estos xenobidticos, pero es evidente, que la zona de

Pichilingue puede tener aportes de plomo por la quema de combustolio en la
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Los organismos procedentes del vivero de Pichilingue, presentaron factores de
bioacumulacién de 1.56 para cadmio, 0.10 para cromo y de 0.44 para plomo, las
concentraciones promedio presentes en sus tejidos fueron de 1.4, 0.023 y 3.6 ug/g
respectivamente. Mientras que los factores de bioacumulaciéon de los organismos de
Bahia Concepcién fueron del orden de 3.37 y 0.39 para cadmio y plomo y las
concentraciones promedio presentes en sus tejidos fueron de 2.7 y 4.22 ug/g
respectivamente. En los organismos de los estanques de CICIMAR-IPN se registraron
concentraciones de metales de 5.5 ug/g de cadmio, 0.71 pg/g de cromo y 3.29 nug/g de
plomo, siendo los factores de bioacumulaciéon de 5.3, 0.35 y 7.32 respectivamente.

Es evidente, que los niveles de metales presentes en los organismos
procedentes de los ambientes naturales fueron sumamente diferentes a los detectados
en especimenes que participaron en los bioensayos de acumulacién realizados en el
laboratorio. Siendo los primeros entre 1500 a 2500 veces inferiores si los comparamos
con los valores obtenidos en los experimentos.

Asimismo, en la Tabla 27 se observa que las concentraciones de los metales
cadmio y cromo presentes en los tejidos de las almejas catarinas originarias del vivero
de Pichilingue, de Bahia Concepciéon y del CICIMAR-IPN, son inferiores si se
comparan con los niveles presentes en otros bivalvos que habitan en la costa
occidental de Baja California o en el Mar de Cortés.

Sin embargo, si comparamos los niveles de metales presentes en los tejidos de
las almejas de Pichilingue, Bahia Concepcién y CICIMAR-IPN, con la NOM para
consumo de mariscos (cadmio 0.5 ng/g y plomo 1.0 ug/g), podemos notar que los

niveles de cadmio y plomo presentes en estos organismos rebasan los limites maximos

149



Efecto de los metales Cd, Cr, Pb y sus mezclas en la almeja catarina

DISCUSION

Tabla 27. Concentraciédn media de metales (ug/g) en tejidos de moluscos del Pacifico

mexicano.

ESPECIE

Modiolus capax
Modiolus modiolus

Mytilus

californianus

Chione

californiensis

Modiolux capax

Mpytilus

californianus

Crassostrea gigas

Crassostrea
viginica
Argopecten
ventricosus
Argopecten
ventricosus
Argopecten
ventricosus

NOM, (1993)
031-SSA1

FDA (1983)

LOCALIDAD

Bahia de los Angeles
Bahia Tortugas

Bahia Tortugas

Golfo de Santa Clara

B. de los Angeles
B. San Luis Gonzaga

Punta Erendira
Santa Rosalia

San Quintin

Laguna de Términos

Ensenada de La Paz

Bahia Concepcién

CICIMAR

CADMIO CROMO PLOMO

na/g
27.3

70
10

1.56

12.28
19.22

6.7
6.64

7.05

3.7

1.4

2.47

5.49

0.5

5.0

na/g

0.32

0.38
0.42

1.15
0.9

6.7

0.23

nd

0.716

NR

5.0

ng/g

0.6
1.03

5.8

3.6

4.2

3.29

1.0

2.5

REFERENCIA

Gutiérrez-Galindo et a/ 1999
Gutiérrez-Galindo et a/ 1999

Gutiérrez-Galindo et a/ 1999

Gutiérrez-Galindo et a/ 1990

Gutiérrez-Galindo ef a/ 1990

Reynoso y Jorajuria, 1988

Gutiérrez-Galindo et af 1991

Ponce, 1988

Este estudio

Este estudio

Este estudio

NOM (1993) Norma Oficial Mexicana para consumo humano
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establecidos por esta NOM, lo cual indica que no tienen la calidad para ser
consumidos. Cabe mencionar que esta NOM no fija un criterio para el metal cromo.

La FDA (Food and Drugs Adminitration) estableci6 los siguientes criterios para el
consumo de mariscos, el limite maximo permitido de los metales cadmio, cromo vy
plomo son 5.0 ug/g, para el primero, de 5.0 ug/g para el segundo y de 2.5 ug/g para el
tercero. Estos valores son superiores a los que estan aprobados por la NOM. Con
estos criterios, las almejas de Pichilingue y Bahia Concepcién no rebasan los criterios
establecidos para cadmio, pero si rebasan los criterios establecidos para plomo. Por
todo lo anterior es evidente que se deben realizar monitoreos continuos para
determinar la calidad de las almejas, en las zonas donde se realiza su explotacion.

El consumo de moluscos constituye un aporte de metales potencialmente
toxicos a la dieta humana. Este hecho es importante debido a que existen reportes de
daios graves en la salud debidos a la ingesta de mariscos contaminados con metales,
como el caso de la enfermedad de Minamata en Japon, donde se presentaron
alteraciones nerviosas entre los pescadores, que fueron atribuidas a las altas
concentraciones de mercurio presentes en moluscos y peces. Otro caso fue el
sindrome de ita-ita causado por cadmio (Moore, 1991).

LA FDA (Federal Drugs Administration) establecié la Rfd (oral reference dose)
que es una dosis de referencia que puede ser consumida diariamente sin que exista

riesgo de efectos deletéreos en la salud. Las Rfd son el resultado de largos estudios
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Las Rfd de ingesta de cadmio presente en alimentos es de 0.001 mg/kg/dia,
para cromo (hexavalente) en insumos es de 0.003 mg/kg/dia. Esta dependencia no ha
fijado un valor de Rfd para el plomo (EPA-IRIS, 1987).

Asimismo la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) ha establecido las dosis
de “ingestion semanal tolerable” de metales presentes en alimentos para consumo de
personas adultas, para el caso del cromo es de 0.21 mg/semana, 3.0 mg/semana para
plomo y 0.01 mg/semana para cadmio.

Con los valores obtenidos en la determinacion de los niveles de metales
presentes en las almejas de Pichilingue y Bahia Concepcion, se realizé un calculd para
determinar la dosis de metales que se ingieren al consumir estos mariscos. Se estimo
un consumo de 900 g de almejas a la semana por medio de los indicadores evaluados
por EPA (1983). El calculo se realizé para hombres de 80 kg de peso y para mujeres
de 60 kg de peso.

La concentracion de metales que son ingeridos por los hombres al consumir 900
g de estos moluscos son: 0.0044 mg/kg/semana de cadmio, 0.000528 mg/kg/semana
de cromo y 0.0084 mg/kg/semana de plomo. Mientras que los niveles de metales
ingeridos por las mujeres son: 0.0059 mg/kg/dia de cadmio, 0.702 mg/kg/semana de
cromo y 0.011 mg/kg/semana de plomo.

Al comparar los valores de los metales ingeridos por hombres y mujeres con la
Rfd y las dosis de ingestién semanal tolerable, es claro que el Unico valor que rebasa
la Rfd (EPA- IRIS, 1987) es la concentracion de plomo que es consumida por las

mujeres.
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De lo anterior, se puede recomendar que personas de 60 kg de peso o de menor peso

consuman entre 600 a 750 g de almejas a la semana.

5.4 Efectos de los metales y sus mezclas en los biomarcadores

En la actualidad ha aumentado, el uso de indices bioquimicos que son utilizados
para la identificacion de efectos producidos por los xenobiéticos, a estos indices se les
denomina biomarcadores.

Un biomarcador es una sefial identificable de cambios a nivel bioquimico, celular
o fisiolégico que proporciona indicios de dafos provocados por la exposicion a algun
agente estresante. Como se mencioné antes en este trabajo se evaluaron cuatro tipos
de biomarcadores: la composicion quimica de la glandula digestiva, la lipoperoxidacion,
el dafo genético de las células y lesiones por medio de analisis histopatoldgico.

El analisis de la composiciéon quimica de estructuras como la glandula digestiva,
y el musculo abductor, dan informacién sobre el nivel energético del organismo. La
energia es almacenada en forma de lipidos, carbohidratos y proteinas, para ser
movilizada posteriormente cuando es requerida (Bayne y Newell, 1985).

Los pectinidos, al igual que todos los moluscos, muestran variaciones en el
almacenamiento y utilizacién de sus reservas energéticas, que estan ligados con sus
ciclos reproductivos, por lo que variaciones en las concentraciones de proteinas, lipidos
y carbohidratos internos ocurren en lapsos de tiempo de semanas a meses (Kirby-
Smith, 1972). Sin embargo, cuando los organismos se encuentran sometidos a

condiciones de estrés severo, se ha observado la movilizacién de las reservas de
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energia para mantener la homeostasis, independientemente del estadio que se
encuentre (Foster ef al.,1992).

En las pruebas realizadas en este trabajo, se observo que las almejas (juveniles
y adultas) expuestas a metales presentaron niveles de estrés alto, (como anteriormente
se discutié en la relaciéon O:N), asimismo se advirtié una disminucidn en los niveles de
proteinas, lipidos y carbohidratos en la glandula digestiva de estos organismos de
hasta un 75% en solo 144 horas (6 dias) de exposicion a los xenobidticos.

Chavez, (1998) observé también disminuciones de la concentracion de proteinas
y carbohidratos de hasta 30% de ia glandula digestiva de almejas, que se encontraban
en acondicionamiento para inducir su reproduccion, pero la movilizacion de estas
reservas se realizé en 3 semanas.

Riley y Mix, (1981) y Giesy et al., (1983), observaron también, el decremento
en la concentracion de lipidos proteinas y carbohidratos de la glandula digestiva de
almejas y ostiones expuestos a xenobidticos en lapsos de tiempo de dias. Cabe
mencionar, que los organismos sobrevivientes de las pruebas, murieron 48 horas (2
dias) después de que se observo la movilizacion de sus reservas energéticas.

La lipoperoxidacién es un proceso, donde las radicales libres degradan los
acidos grasos presentes en las membranas bioldgicas, dando como resultado
compuestos de hidroxiperoxi-keto-epoxi, e hidroxiderivados, por medio de una
secuencia de reacciones autocataliticas. La lipoperoxidacion ocurre por la exposicion a
xenobidticos y a condiciones de estrés producidas por factores del medio ambiente,

como la radiacion UV (Halliwell y Gutteridge, 1985).
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Los niveles de lipoperoxidacién observados en las pruebas con las aimejas y los
xenobidticos, demuestran que el metal mas deletéreo fue el cadmio. Asimismo se
observé que el cromo induce dano oxidativo en las células de branquia y de glandula
digestiva, este hecho es importante, debido a que son muy escasos los informes de
este tipo de efectos en organismos marinos ocasionados por el cromo (Sridevi ef al.,
1998). Asimismo se detecté un mayor efecto oxidativo en el tejido de glandula
digestiva, que en tejido de la branquia. Algo similar, fue observado por Viar.engo etal.,
(1990) en Mytillus galloprovincialis expuesta a cobre durante 10 dias.

En la evaluacion de dafio genético se observé que los metales con efectos
genotoxicos son el cadmio y el cromo sobre el tejido de las branquias de la almeja
catarina. Gonzalez et al., (1999), se percatd también del efecto genotdxico del
cadmio y cromo en tejido de branquia del ostién (Crassostrea virginica). Hebert y Zahn
(1990), observaron roturas en el material genético de células de branquia del molusco
Mpytillus galloprovencialis, expuestos a aguas residuales provenientes de industrias y
minas, ricas en metales como cobre, cadmio y cromo.

Los estudios de histopatologia realizados con moluscos son mas escasos si los
comparamos con los que se han realizado en peces. Los tejidos en los que se han
observado dafios ocasionados por la exposicién a metales pesados son: branquia,
glandula digestiva y rifién.

Carmichael y Fowler (1981) observaron en almejas que habitan en el Golfo de
México, que con exposiciones superiores a los 0.5 mg/l de cadmio, las células del rifién
presentaban degeneracion del citoplasma, aumento de vacuolizaciéon y de

concreciones en las membranas basales, y que estas concreciones son ricas en este
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metal. Asimismo Gold- Bouchot et al., (1995) encontraron lesiones en branquia (edema
y hiperplasia de células epiteriales), tubo digestivo (inflamacion y necrosis de
membrana basal), y diverticulos digestivos (necrosis y aumento de hemocitos) en
ostiones expuestos a cadmio.

En el presente estudio se observaron las siguientes patologias: Los organismos
expuestos a cadmio presentaron dafo en branquias consistentes en necrosis y
reduccion del tejido, se observo la pérdida de los cilios apicales en las células apicales
de la branquia, estas estructuras tienen la funcién de atrapar particulas para la
alimentacion de los especimenes, al haber dafos en estas estructuras es loégico
pensar que se reduce la capacidad de alimentacidn de éstos.

También se observaron danos en la glandula digestiva donde hubo reduccion y
pérdida de tejido, alterando la capacidad de asimilacion del alimento. Todo lo anterior
indica que los organismos que presentan estas lesiones, pierden capacidad para la
captacién y asimilacion del alimento. Cabe mencionar que los dafios mas severos se
observaron en los organismos expuestos a cadmio.

Como se mencioné antes, en moluscos se han reportado dafios en branquia,
glandula digestiva y rifidén ocasionados por la exposicién a metales pesados, en este
trabajo se detectaron también efectos en manto y tejido nervioso.

Es importante mencionar que en los casos en los que se observd destruccion
total de tejidos como en el caso de los especimenes expuestos a 0.75 mg/l de Cd, los
organismos perecieron, pero en las concentraciones menores (0.18 y 0.046 mg/l) los
organismos se recuperaron y sobrevivieron. Los organismos expuestos a la mezcla Cd

+ Pb (0.37 y 0.09 mg/l) de metales sobrevivieron después de 192 horas (8 dias) de
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exposicion. Asimismo se observo en los organismos expuestos a concentraciones de
50 ugl/l de metal que las alteraciones en los tejidos tales como atrofia de células de
branquia y glandula digestiva, son reversibles, al desaparecer el agente estresante.

Los biomarcadores evaluados en este estudio fueron lo suficientemente
sensibles para evidenciar alteraciones en los organismos expuestos a los metales
hasta concentraciones de 20 ug/l, y en tiempos de exposicién de 24 horas, por lo que
son una buena herramienta para la realizacién de monitoreos en esta especie.

Por otro lado, y con base en el analisis de la informacidn generada en este
estudio, las concentraciones de metales en donde no se observaron ningun tipo de
efecto (NOEC) sobre las almejas catarinas fueron:

Para cadmio de 0.020 + 0.005 mg/I
Para cromo de 0.040 + 0.008 mg/l

Para plomo de 0.060 + 0.010 mg/l



5 CONCLUSIONES

* El grado de toxicidad de los metales y sus mezclas sobre Argopecten. ventricosus fue,
de mayor a menor efecto:
Larvas veliger Cd>Cd+Pb>Cd+Cr >Cd+Cr+Pb>Pb>Cr>Cr+Pb
Juveniles Cd+Cr + Pb>Cd>Cr+Pb>Cd+Pb>Pb>Cd+Cr>Cr
Adulto Cd+Cr>Cd>Cd+Pb>Cd+Cr+Pb>Cr>Cr+Pb >Pb
Por lo anterior es evidente que el xenobidtico mas toxico para los individuos de esta
especie fue el cadmio. Estos organismos son mas sensibles a dicho metal, en
comparacion con otras especies como Crassostrea gigas, juveniles y adultos de A.

irradians 'y nauplios de Artemia sp.

* La mezcla de metales mas toxica, tanto para larvas como para juveniles y adultos de
A. ventricosus, fue Cd + Cr + Pb y su tipo de interaccién de potenciacién. Asimismo, no
se observaron diferencias significativas entre los efectos del cadmio y los de esta
combinaciéon de xenobidticos. Este hecho podria interpretarse en el sentido de que el

cadmio modula la respuesta de los organismos, en esta mezcla.

* En los organismos expuestos a Cd, Cr, Pb y sus mezclas se detectaron alteraciones
en sus procesos fisioldgicos. Se registraron descensos en procesos vitales como las
tasas de crecimiento, de respiracién y de filtraciéon, en relacién al aumento de la
concentracion y tiempo de exposicion a estos metales, lo cual fue méas patente en los
especimenes expuestos al cadmio y a las mezclas que lo contienen. Estas respuestas

indicaron que las reservas de energia destinadas a procesos metabdlicos como ei

158



crecimiento o el aumento de peso, se utilizan para compensar fisiolégicamente el

estrés originado por la presencia de las sustancias toxicas, lo cual parece conllevar a
un retardo en el crecimiento individual y probablemente en disminucién en ei

reclutamiento de juveniles.

* La bioacumulacion de metales registrada en los bioensayos con juveniles y adultos
de almeja catarina fue: Cd > Pb > Cr.

La acumulacion de metales en los individuos de A. ventricosus tuvo una relacion
directa con las concentraciones presentes en el ambiente, es decir, a mayor
concentracion de metal en el agua, mayor concentracion en los tejidos del organismo.

La tasa de incorporacién de cadmio siempre fue mayor a la de cromo y plomo.

* La bioacumulacién observada en los organismos provenientes del vivero de
Pichilingue y Bahia Concepcion fue: Pb > Cd > Cr, en tanto que la registrada en los
especimenes obtenidos de los estanques de cultivo del CICIMAR fue: Cd > Cr > Pb. Es
evidente que existen diferencias en la biodisponibilidad de éstos metales en los

diferentes sitios de estudio.

* Las concentraciones de cadmio y plomo en los tejidos de las almejas procedentes del
vivero de Pichilingue, CICIMAR-IPN y bahia Concepcién (julio de 1999) rebasaron los
criterios establecidos por la NOM (Norma Oficial Mexicana) para el consumo de

organismos marinos.
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* En juveniles y adultos de A. ventricosus expuestos a los metales de forma aguda, se

observé una disminucién en los niveles de proteinas, lipidos y carbohidratos de su

glandula digestiva hasta de un 75% en solo 6 dias de exposicion.

* Los niveles de lipoperoxidaciéon obtenidos demuestran que el metal mas deletéreo
fue el cadmio. Asimismo se observé que el cromo induce dafo oxidativo en ias células

de branquia y glandula digestiva.

* El cadmio y cromo tienen efectos genotdxicos en el tejido de la branquia de los

juveniles y adultos.

* Los organismos expuestos al cadmio manifestaron dafios en el tejido de la branquia,
que consistieron en pérdida progresiva de los cilios de las células apicales del ctenidio,
ademas de necrosis. En la glandula digestiva hubo reduccion y descamacion del tejido.
Todo lo anterior indica que los organismos con estas lesiones pierden su capacidad
respiratoria, asi como para la captacion y asimilacién del alimento y en todo caso,

mueren por asfixia o inanicién.

* Los organismos expuestos a Cd, Cr y Pb que presentaron: niveles en la relacién O:N

alrededor de 9 o menor a este valor, grado de lipoperoxidacion de mas de 52 nM de



en 83% de sus células y con caudas de hasta 152 um, no sobrevivieron después de

96 a 168 horas de exposicion.

* Las concentraciones de los metales Cd, Cr y Pb con efectos toxicos, se encuentran

entre diez y mil veces por arriba a las registradas en los sistemas costeros del Pacifico

mexicano.

* Las concentraciones de metales en las que no se observaron ningun tipo de efecto
(NOEC) sobre las almejas fueron:

Para cadmio de 0.020 + 0.005 mg/l

Para cromo de 0.040 + 0.008 mg/i

Para plomo de 0.060 + 0.010 mg/|
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DETERMINACION DE AMONIO (Lind, 1985).

A. Preparacion de reactivos.

1)

4)

S)

6)

Fenol.

Se pesan 50 g de fenol puro. Se disuelven en 300 ml de alcohol etilico y se aforan a
500 mil.

Nitroprusiato de sodio. Disolver 1 g de nitroprusiato de sodio en 100 ml de agua
bidestilada. Aforar a 200 ml. Esta solucién se almacena en frasco ambar y es
estable por 1 mes en refrigeracion.

Reactivo alcalino. Disolver 100 g de citrato de sodio y 5 g de hidréxido de sodio.
Aforar a 500 ml con agua bidestilada. La solucidn se almacena en frasco ambar y

es estable por varios meses en refrigeracién.
Hipoclorito de sodio. Se utiliza grado reactivo.

Reactivo oxidante. Esta solucion debe prepararse antes de realizar la evaluacion de
las muestras, y la sobrante se desecharse.

Se mezcia 20 ml de hipoclorito de sodio y 80 ml de reactivo alcalino.

Solucién stock de amoniaco. Pesar 3.819 g de cloruro de amonio y secar a 100°C
por varias horas. Posteriormente aforar a 1 litro con agua bidestilada, donde:
1 mi =1.00 mg NH3-N

Solucidon estandar. Se toma 1 ml de la solucién stock y se afora a 100 ml con agua
bidestilada. Con esta solucion se prepara la curva de calibracién:



ml estandar ml| agua bidestilada Concentracién

NH3z-N (mg/l)
0 100 0
0.1 99.9 0.01
0.5 99.5 0.05
1.0 99 0.10
2.5 97.5 0.25
50 95 0.50
7.5 92.5 0.75
10 90 1.0
15 85 1.5

B. Analisis de blancos, estandares y muestras

1. Tomar 40 m! de muestra y fijarla con 1.6 ml de la solucién de fenol. La muestra se
puede almacenar a temperatura baja (4 °C) durante 15 dias.

2. 10 ml de muestra se colocan en tubos de vidrio con tapdn de rosca (por triplicado).

Se toma también la muestra de blancos (agua bidestilada y solucién de fenol) y los
estandares de la curva de calibracion.

3. Se agrega 0.4 ml de la solucién de fenol. (Si las muestras ya fueron fijadas antes
con este reactivo no agregar mas fenol). Mezclar perfectamente.

4. Agregar 0.4 ml de la solucién de nitroprusiato de sodio y mezclar bien (vortex).

5. Adicionar 1 ml del reactivo oxidante, mezclar perfectamente (vortex).
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6. Incubar durante 1 hora en oscuridad, o hasta el desarrollo de color (azul verdoso),
el color es estable por 24 horas).

7. Leer las muestras en espectrofotdmetro a 640 nm con una fotocelda de cuarzo de 1
cm.

C. Calculo de la concentraciéon de amonio.

Se realiza una regresion lineal con los valores de la concentraciéon de NHa-N (mg/!) (x)

vs. la absorbancia obtenida (y), para determinar las constantes de la recta de regresién
(ayb).

Para conocer los valores de la muestra problema se utiliza la formula:

x (mg/l) = (y —a)
b

Donde

X = concentracidon de NHa-N (mg/l) de la muestra.
y = Absorbancia de la muestra

ay b = constantes de la recta de regresion.
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DETERMINACION DE METALES POR AAS
(Parker, 1972 ; Bertini et al., 1976; Hamilton, 1980; IAEA, 1984; CEM, 1990; APHA,
1994 y ASTM, 1994)

1. Lavado de material ( segun IAEA, 1984; APHA, 1994 y ASTM, 1994).
i) El material (cristaleria, recipientes de plastico) se lava con jabdn libre de

fosfatos (EXTRAM), se enjuaga con agua corriente y posteriormente con agua
destilada.

(Las bolsas de plastico solo se enjuagan con HCI (10%) y después con agua
deionizada).

ii) Posteriormente, el material se coloca en remojo con una solucién de HCI 2N
durante 2 dias, después se enjuaga con agua deionizada y se cambia a una

soluciéon de HNO3; 2N y se deja 2 dias mas.

iii) Se enjuaga con agua deionizada (3 veces) y se seca. Ya seco se guarda en
bolsas de plastico hasta su uso.

2. Analisis de muestras de agua marina

Las muestras de agua (100 ml), procedentes de los bioensayos, o del medio natural
se filtraron y se acidificaron con HNOj; grado reactivo (Baker) (pH = 2) y se

almacenaron en frio (4 °C), para posteriormente ser procesadas.

A) Digestion abierta para la determinacién de metales totales (AWWA. 1968; Parker,
1972; Bertini et al., 1976; Hamilton, 1980; APHA, 1994).

i) La muestra se homogeniza perfectamente, después se toma una alicuota de

50 ml y transfiere a un vaso de precipitados (100 ml) para digestioén, cubierto con
un vidrio de relo;.
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ii) Se afiade 3 ml de &cido nitrico concentrado (Baker ultrapuro) y se calienta en
una placa (sobre cama de arena). Evaporar, cuidando que no hierva, hasta que

queden aproximadamente de 2 a 5 ml de muestra. Enfriar a temperatura ambiente.

iii) Adicionar 5 ml de acido nitrico concentrado, cubrir de nuevo con un vidrio de
reloj y calentar en la placa de calentamiento (en cama de arena). Incrementar la
temperatura de calentamiento hasta que exista reflujo de vapores. Continuar
calentando y en caso de ser necesario, agregar mayor cantidad de acido nitrico
concentrado y continuar la digestion.

iv) Cuando la muestra tenga una apariencia cristalina, retirar la muestra y enfriar.
Filtrar si es necesario.

v) Aforar la muestra a un volumen de 20 mi con agua deionizada y almacenarla en
recipientes de plastico a 4 °C hasta su analisis en AAS.

Las muestras se analizaron en un espectrofotdmetro de absorcién atémica marca

Perkin Elmer mod. 3100, siguiendo las recomendaciones del manual de uso del equipo.

Se utilizaron estandares (Spectrum) para elaborar la curva de calibracién para cada

metal analizado. Se realizaron blancos de referencia con los reactivos utilizados. Se
efectuaron § lecturas por muestra.

B) Digestion por medio de microondas para la determinacion de metales totales (CEM,
1980; APHA, 1994 y ASTM, 1994).

i) 50 ml de muestra (agua) se colocan en un vaso de teflon de 100 ml de
capacidad, previamente marcado con el numero de la muestra, se arfiade 5 m| de
HNO; grado ultrapuro (Baker). Tapar los recipientes herméticamente.

ii) Programar el microondas para realizar la digestion. El programa usado fue:
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potencia: 50% Tiempo: 10 minutos.

iv) Al finalizar el programa, sacar los vasos del horno de microondas y enfriar a
temperatura ambiente o sumergirlos en agua fria, antes de abrirlos.

v) Aforar la muestra a 50 m|l con agua deionizada. Almacenarla en recipientes de
plastico a 4 °C hasta su analisis por AAS.

3. Analisis de muestras de organismos.

Digestion de las muestras de tejidos de molusco por medio de microondas.

Las almejas recolectadas de los bioensayos, fueron sacadas de su concha y
lavadas con agua deionizada, después se colocaron en bolsas de plastico, previamente
enjuagadas con acido HCI (10%), y se almacenaron a — 52 °C .

Posteriormente las muestras se secaron en un horno de madera a 60 °C durante
12 horas o hasta peso constante. Las muestras ya secas, se homogenizaron en un
mortero de porcelana hasta obtener particulas finas, que fueron tamizadas con un filtro

de 80 um y fueron almacenadas en bolsas de plastico.

i) 250 mg de muestra, se colocan en un vaso de teflén de 100 mi de capacidad. Se
agrega 5 ml de agua deionizada, y 5 ml de HNO3 ultrapuro (Baker). Posteriormente
el vaso se cierra herméticamente.

if) Programar el microondas para realizar la digestidon. El programa usado fue:

PASO TIEMPO (minutos) POTENCIA (%)
1 5 60
2 7 80
3 2 0
4 7 80

\l
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i) Al finalizar el programa, sacar los vasos del horno de microondas y enfriar a
temperatura ambiente o sumergirlos en agua fria, antes de abrirlos.

iv) Aforar la muestra a 20 ml con agua deionizada. Almacenarla en recipientes de
plastico a 4 °C hasta su analisis por AAS.

Las muestras se analizaron en un espectrofotdmetro de absorcion atdmica marca
Varian mod. SPECTRAA-20, siguiendo las recomendaciones del manual de uso del
equipo. Se utilizaron estandares (Sigma y Baker) para elaborar la curva de calibracion
para cada metal analizado. Se realizaron blancos de referencia con los reactivos
utilizados. Se realizaron 8 lecturas por muestra.

Los limites de deteccién del equipo fueron: 0.050 ug/g para cadmio, 0.50 ug/g para
plomo y 0.20 ng/g para cromo.



DETERMINACION DE PROTEINAS, CARBOHIDRATOS Y LIiPIDOS

1) Determinacion de proteinas por el método de Lowry et al. (1951), modificado por
Malara y Charra (1972a).

A) Reactivos.

a) Reactivo de Lowry:

20 ml de reactivo alcalino (Na,COs; (0.9 M) y NaOH (0.45 M) 1:1) + 1 ml CuSO4
(0.04M) + 1 ml tartato de sodio-potasio (0.07 M).

Naz;COs3 -9.53 g/100ml

NaOH = 1.8 g/100 ml

CuS0O4=0.99 g/100ml|

tartato de sodio-potasio = 1.97 g/100 mi

b) Folin diluido 1:2

B) Procesamiento de la muestra.

i) Colocar 500 pl de muestra en un tubo de ensaye con tapén de rosca (por triplicado).
if) Agregar 1 ml de reactivo de Lowry. Agitar con vortex y esperar 10 minutos.
iif) Afadir 1 ml de reactivo de Folin. Agitar con vortex.

iv) Incubar durante hora y media en oscuridad o hasta desarrollo de color (azul) en la
muestra.

e) Leer a 750 nm en el espectrofotometro.

Para la elaboracién de la curva de calibracion se utilizé como proteina estandar la
albumina de bovino cristalizada (Sigma).
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2) Determinacién de carbohidratos por el método de Dubois et al. (1956), modificado
por Malara y Charra (1972b).

A) Reactivos

a)Solucion de Fenol al 5%

b)Acido suifdrico concentrado.

B) Procesamiento de la muestra.

i) Colocar 300 pl de muestra en un tubo de ensaye.

i) Agregar 0.5 ml de Fenol. Agitar inmediatamente.

iii) Esperar 20 minutos.

iv) Afadir 2.5 ml de H2SO4 lentamente. Tapar el tubo con un tapén y mezcle.
v) Colocar el tubo en bario de hielo hasta que se enfrie.

vi) Calentar a 100 °C durante 20 minutos.

vii) Colocar el tubo en bafio de hielo hasta que se enfrie.

viii) Centrifugar a 3000 r. p. m. durante 15 minutos.

iX) Leer a 490 y 600 nm en el espectrofotémetro.

x ) Corregir la densidad éptica. D.O. = D.0.490 — 1.5 (D.0.600 — 0.003).

El estandar de carbohidratos que se utilizé para elaborar la curva de calibracion
fue la glucosa anhidra (Sigma). El analisis se realizé por triplicado.




3) Determinacion de los lipidos con el método de Bligh y Dyer (1959).

A) Reactivos.
a) Etanol grado reactivo.

b) Diclorometano ultrapuro (o destilado).

B) Procesamiento de la muestra.

i) Colocar 400 pl de muestra en un tubo de ensaye y agregar 1000 pi de etanol (CHa.
CH2-OH) y 500 pi diclorometano (CH; Cl2). Agitar en vortex.

i) Espérar durante 10 minutos en bafio de hielo a 4 °C.
iv) Centrifugar a 3000 r. p. m. a 4 °C por 10 minutos.

v) El sobrenadante obtenido vaciarlo a un tubo de vidrio para centrifuga (primera
extraccion).

vi) Afadir al sedimento 200 pl de agua destilada, 500 ul de etanol y 250 ul de
diclorometano.

vii) Esperar 10 minutos en bafo de hielo a 4 °C.
viii) Centrifugar a 3000 r.p.m. a 4 °C durante 10 minutos.

ix) Colocar el sobrenadantes obtenido en el tubo de vidrio para centrifuga anterior
(segunda extraccion).

X) Anadir al sedimento 200 pl de agua destilada, 500 ui de etanol y 250 ul de
diclorometano. Agitar.

Xl



xi) Esperar durante 10 minutos a 4 °C.

xii) Centrifugar a 3000 r. p. m. a 4 °C durante 10 minutos.

xiii) Colocar el sobrante obtenido en el tubo de vidrio para centrifuga anterior (tercera
extraccién).

xiv) Anadir al tubo de centrifuga con las tres extracciones 1000 ul de agua destilada y
1000 pul de diclorometano. Agitar.

xv) Esperar durante 10 minutos en bafio de hielo a 4 °C.

xvi) Centrifugar a 3000 r. p. m. a 4 °C durante 10 minutos.

xvil) En el tubo de centrifuga se forman dos capas, la superior contiene agua mas
metanol y la inferior diclorometano mas lipidos.

xviii) Pasar la capa inferior a un tubo de hemdlisis colocado en un bafio de hielo a 4 °C.
xix) Al tubo de centrifuga afadirle 2000 u | de diclorometano.

xx) Centrifugar a 3000 r. p. m. a 4 °C durante 10 minutos.

xxi) Pasar |la capa inferior del tubo de centrifuga al tubo de hemdlisis.

xxii) Colocar el tubo de hemdlisis en un bafio Maria a 30 °C. Evaporar el solvente con
Na.
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xxiii) Agregar 500 pl de diclorometano al tubo de hemdlisis, procurando lavar
perfectamente las paredes del mismo. Transferir l1a solucion a un vial de teflén
previamente tarado en una microbalanza analitica.

xxiv) Colocar el vial de teflon en una caja de Petri limpia (lavarla con jabdn, agua
destilada y alcohol).

xxv) Poner |la caja de Petri semiabierta en una camara de vacio a 30 °C para evaporar

el solvente. Posteriormente pesar de nuevo el vial de tefién.

El calculo del contenido de lipidos se realiza por diferencia de pesos del vial de

teflon sin muestra y con la muestra de lipidos, y se expresa en pug/ml .

La concentracion de proteinas y de carbohidratos se calcularon a través de una
relacion lineal (y = mx + b), obtenida a partir de lecturas de densidad optica (y) de
soluciones patrén de concentraciéon conocida (x). Los resultados se expresaron como

ng/ml de proteina 6 ug/ml de carbohidratos.



FE DE ERRATAS

1) Tabla 20 (pagina 101) y Tabla 21 (pagina 102) dice:

METALENEL METALENEL TASA DE ~ TASADE
AGUA ORGANISMO INCORPORACION (Ky,) DEPURACJON (Kae)
(ng/mi) (1g/g) ng*g'dia I*dia

DEBE DECIR:

METALENEL METALENEL TASA DE TASA DE
AGUA ORGANISMO INCORPORACION (K;) DEPURACION (Kge)
(ug/mi) (1g/Q) mi/g*dia mi*dia

2) Tabla 22 (pagina 104) dice:

FASE DE ACUMULACION FASE DE DEPURACION
TASA DE TASA DE TASA DE VIDA
INCORPORACION  DEPURACION DEPURACION MEDIA
(Kso) (Kae) (Kae) (DIAS)
ug*g'dia Idia Idia
DEBE DECIR:
FASE DE ACUMULACION FASE DE DEPURACION
TASA DE TASA DE TASA DE VIDA
INCORPORACION  DEPURACION DEPURACION MEDIA
(Ko) (Kae) (Kee) (DIAS)
mi/g*dia mi*dia mi*dia

3) Pagina 148 al final del segundo parrafo dice:

...Estas concentraciones pueden ser de utilidad cuando se realizan

estudios de histopatolégica, para determinar las causas posibles del

deceso de los organismos.
DEBE DECIR:

...Estas concentraciones pueden ser de utilidad cuando se realizan

estudios de histopatologia, para determinar las causas posibles del

deceso de los organismos.



