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RESUMEN

En este estudio, se evalué el efecto combinado de los cambios de salinidad y la exposicién al cadmio
sobre las respuestas fisioldgicas de Isognomon alatus. Se recolectaron 200 individuos que fueron
trasladados al laboratorio, en el cual se aclimataron durante un mes a salinidades de 36, 27 y 18;
posteriormente se realizaron dos experimentos. Los ejemplares fueron sometidos posteriormente a
choques salinos cada uno con agua sin y con cadmio a salinidades de 36, 27 y 18, para un total de
nueve pruebas por experimento; seis choques salinos y tres controles, (cada control es equivalente a
la salinidad de aclimatacion). Se evaluaron las diferencias entre las respuestas fisioldgicas, con base
en las tasas de filtracidn, respiracién y de excrecion de amonio, entre los controles y los grupos que
recibieron el choque salino. Este experimento se repitié con los mismos individuos luego de un
periodo de 15 dias de recuperacién a las salinidades de aclimatacién, exponiéndolos esta vez a una
concentracién de 1 pg/2L de cloruro de cadmio. Las comparaciones entre los experimentos se
realizaron mediante analisis no paramétricos. Para determinar diferencias debidas a los choques
salinos se aplicaron pruebas a-priori de Kruskal-Wallis y cuando éstas fueron significativas, se
utilizaron pruebas pareadas de Wilcoxon para muestras independientes, con el fin de determinar
entre qué grupos existian las diferencias. Las respuestas frente a la exposicién al cadmio se
compararon mediante pruebas de Wilcoxon—Wilcoxon para muestras dependientes. No se
determinaron diferencias entre las tasas de consumo de oxigeno de las ostras acondicionadas a
salinidades de 36 y 27; mientras que éstas, si presentaron diferencias respecto a la salinidad de 18; la
tasa de filtracion no presentd diferencias significativas, mientras que la tasa de excrecion de amonio
se incrementd en la salinidad de aclimatacion de 27, pero disminuyd en la salinidad de 18. El efecto
del choque salino permitié comprobar que /. alatus presentd respuestas distintas ante los cambios
subitos de salinidad; la respuesta inicial de los organismos fue mecanica mediante el cierre de las
valvas, ajustandose posteriormente a una estrategia que puede ser osmorreguladora (manteniendo
sus fluidos a una concentracién diferente a la del medio) u osmoconforme (permitiendo que sus
fluidos lleguen a ser isosmaticos con el medio), dependiendo de la salinidad de aclimatacién y de la
intensidad del choque salino. En salinidades de aclimatacion de 36, los descensos a 27 generaron que
las ostras empezaran a osmorregular, mientras que en los descensos a 18 la respuesta fue
osmoconforme. Los grupos aclimatados a la salinidad de 27 presentaron una estrategia
osmorreguladora tanto en los incrementos a 36 como en los descensos a 18, indicando que las
respuestas ante cambios subitos de salinidad fueron mas eficientes cuando estaban aclimatados a
condiciones estuarinas. Los individuos aclimatados a bajas salinidades, mostraron un decaimiento en
la actividad metabdlica y cuando se incrementd la salinidad a condiciones de mayor tolerancia, los
organismos respondieron de forma lenta manteniendo un consumo de oxigeno y tasa de filtracién
bajos, e incrementando su tasa de excrecion de amonio. El efecto del cadmio generd un descenso en
la actividad metabdlica en las tres salinidades de aclimatacién, principalmente en 18, observandose
un efecto sinérgico y negativo en las ostras. Durante los choques salinos, se prolongé el tiempo de la
respuesta mecanica, mediante el cierre de las valvas, que se confirma por las bajas tasas de filtracion
y consumo de oxigeno; asimismo, se observa que los organismos tienen una respuesta al estrés
desdoblando proteinas para depurar el téxico incrementando y un aumento en la excrecidon de
amonio. El grupo aclimatado a una salinidad de 27 respondié de forma mas eficiente ante el efecto
del cadmio, observandose una mayor capacidad de tolerancia que en los experimentos aclimatados a
salinidades de 36y 18.



Palabras clave: Cadmio; salinidad; Isognomon alatus; respuestas fisioldgicas; tasa de filtracion; tasa
de excrecion de amonio; tasa de respiracion.

ABSTRACT

In this study was evaluated the combined effect of salinity changes and cadmium exposure on the
physiological responses of Isognomon alatus. 200 individuals of the species were taken to the
laboratory where they were conditioned during one month at salinities of 36, 27 and 18;
subsequently two experiments were executed, submitting them to salt shock with water with and
without cadmium in of 36, 27 and 18, for a total of 9 tests for each experiment; 6 six saline shocks and
three controls (each control is equivalent to the acclimation salinity). The differences between the
physiological responses, based on filtration rate, respiration and ammonia excretion from the
controls and the grow that received a saline shock were evaluated. This experiment was repeated
with the same individuals, this time exposing them at 1 pg/L cadmium concentration. Comparisons
between the experiments were performed using non-parametric analyzes. To determine differences
due to salt shock, priori tests of Kruskal-Wallis were applied and when there were significant, paired
Wilcoxon tests for independent samples were applied, in order to determine between which grow
the differences existed. Responses to cadmium exposure were compared using Wilcoxon-Wilcoxon
test for dependent samples. No differences were determined between oxygen consumption rate of
oysters conditioned at salinities of 36 and 27; while they presented differences in salinity of 18 PSU;
filtration rate was not significantly different, while ammonia excretion rate, increased in conditioning
salinity of 27, but decreases at 18 salinity. Salt shock effect allowed to verify that /. alatus has
different responses to sudden changes in salinity; the initial response of organisms is mechanical by
the closure of the valves, then adjusting to a strategy that can be osmoregulatory or osmoconform,
depending on the conditioning salinity and salt shock intensity. In conditioning salinities of 36, decline
at 27generated a osmoregulatory response, while decreases at 18the response was osmoconform.
The gro conditioned at 27 salinity presented an osmoregulatory strategy in increases at 36 and
decreases at 18, indicating that responses to sudden changes in salinity are more efficient when they
are put into estuarine conditions. Individuals conditioned at low salinity, show a decline in metabolic
activity, and when the salinity increased to a greater tolerance condition, organisms respond in a slow
way, maintaining a low oxygen consumption and filtration rate, and increasing their ammonium
excretion rate. Cadmium effect generated a decrease in metabolic activity in the three conditioning
salinities, mainly at 18, showing a synergistic and negative effect in oysters. During saline shocks, the
mechanical response time is prolonged by the valves closure, which is confirmed by the low filtration
rate and oxygen consumption; also, it is observed an attempting of the organism to purify the toxic by
increasing ammonia excretion. The group conditioned at a salinity of 27 responded more efficiently to
cadmium effect, showing a greater osmoregulatory capacity than in the experiments at salinities of 36
and 18.

Keywords: Cadmium; salinity; Isognomon alatus; physiological responses; filtration rate, ammonia
excretion rate; respiration rate.



1. INTRODUCCION GENERAL

El equilibrio del ecosistema marino se ha visto alterado en las ultimas décadas por un marcado
aumento de contaminantes, entre los que se destacan los metales pesados. La creciente
industrializaciéon y demas actividades antropogénicas, generan una gran cantidad de residuos que, sin
un adecuado tratamiento, son vertidos en los rios, y en Ultimas transportados al medio marino
(Gamboa y Bonilla, 1983).

De acuerdo con los estudios del Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras — INVEMAR
(Colombia), las aguas del litoral Caribe han sufrido un incremento en la contaminacién por estos
elementos, siendo las zonas mds afectadas aquellas cercanas o donde se han ubicado los principales
asentamientos humanos, como las ciudades de Cartagena, Barranquilla, Santa Marta, Coveiias, Tolu y
Riohacha (INVEMAR, 2004). La contaminacion marina en la costa Caribe colombiana, se deriva de
multiples fuentes, incluyendo el petréleo y sus derivados, minerales, contaminantes urbanos e
industriales y contaminantes agricolas. El dragado remueve los sedimentos contaminados y hace que
éstos pasen a la columna de agua, los cuales son acumulados por organismos marinos tales como los
bivalvos (Manjarrez et al., 2008). Por otro lado las respuestas fisioldgicas de algunos organismos
marinos, como los bivalvos, también se ven afectadas directamente por factores ambientales tales
como la salinidad, temperatura, pH entre otros. La salinidad se considera como uno de los factores
mas importantes que influyen en el crecimiento y sobrevivencia de los organismos acuaticos. Este es
un factor ambiental que controla la distribucidn de las especies e influye en los procesos fisioldgicos,
como la tasa de filtracidn, respiracidén y excrecién de amonio de los organismos marinos y estuarinos.

Los metales pesados son contaminantes que entran a los cuerpos de agua y se precipitan al
sedimento, produciéndose un aumento progresivo de sus concentraciones en el tiempo y se
bioacumulan en organismos que forman parte de esos ecosistemas (Sadiq, 1992). Estos elementos,
en comparacion con otros contaminantes, no son biodegradables y tienen un ciclo ecoldgico y
geoquimico global en el cual las aguas naturales son una de las principales vias de transporte. Son
criticos los efectos negativos que ellos ejercen, debido a que pueden causar graves dafios a nivel
celular, ser asimilados por el fitoplancton y organismos filtradores e incorporados a la cadena
alimentaria provocando graves alteraciones ecoldgicas y biolégicas, no solo al ecosistema, sino a los
humanos (Gaad y Groffiths, 1987).

Los estudios sobre la toxicidad de los metales pesados en organismos acuaticos, y su efecto sobre
especies en particular, son importantes porque generan informacién que contribuye a predecir los
efectos adversos sobre la biota de ecosistemas acudticos (Chung, 1978; Allen et al., 1989), a entender
sus mecanismos de respuesta y ademas de ser una herramienta para evaluar el estado de salud de los
organismos en un ecosistema (Lemus et al., 2012). Dicho lo anterior, es muy importante entender las
respuestas fisiolégicas de un organismo ante una situacion de estrés, ya que a medida que es capaz
de responder funcionalmente a cambios en el ambiente, también debe serlo el ecosistema; y un



acercamiento ecofisiolégico permite entender la presencia de una especie en un lugar con
determinadas caracteristicas (Vernberg, 1983).

En esta investigacidn se propuso evaluar en el laboratorio, el efecto combinado de la salinidad y la
exposiciéon al cadmio, sobre las respuestas fisioldgicas del bivalvo del litoral Isognomon alatus. Los
resultados servirdn como caso de estudio en el entendimiento de la relacidon entre los procesos
ecofisiolégicos normales y los patrones de distribucion de las especies, en conjuncidn con situaciones
de estrés producidas por contaminantes.

1.1 Efecto de la salinidad sobre los organismos marinos

La salinidad es uno de los factores mas importantes que influyen en el crecimiento y sobrevivencia de
los organismos acuaticos. Es un factor ambiental que controla la distribucidén de las especies e influye
en los procesos fisiolégicos de los organismos marinos y estuarinos; a pesar de que la diferencia de
salinidad tiene implicaciones fisioldgicas muy diversas, generalmente se piensa sobre todo en los
efectos osmaticos; la capacidad de sobrevivir en diferentes medios osméticos se desarrollé en los
grupos animales mas avanzados por la evolucién de un medio interno estable, que actla
amortiguando los rigores del medio externo sobre los tejidos internos. Por ello la capacidad de
mantener un medio interno adecuado frente a un estrés osmético (accién que perturba el equilibrio
iénico y osmético del animal) ha tenido un papel muy importante en la evolucidon. De hecho, la
distribucidon geografica de los animales estd determinada por los factores ambientales, entre los
cuales la naturaleza osmdtica del medio es uno de los mas importantes (Morillo y Belandria, 2006)

La osmoregulacién es un mecanismo importante de adaptacién al medio ambiente de las especies
acudticas marinas. La importancia energética de Ila osmoregulacion ha sido estimada
convencionalmente, por el consumo de oxigeno. Esta se ve afectada por los cambios de salinidad, no
solo en los bivalvos, sino también, en una gran variedad de organismos acudticos como crustdceos y
peces. La osmoregulacion de los fluidos corporales de un organismo se define como la regulacidn de
la concentracién de las sales y fluidos a través de membranas permeables, cuando estdn en
concentraciones diferentes de la de los medios externos, manteniéndolos al mismo nivel por
diferencia de gradiente de la presién osmatica (Robertson, 1960; Mantel y Farmer, 1983).

La capacidad de osmorregular estd directamente relacionada con la distribuciéon de los organismos
acudticos, con los ciclos de vida y con su comportamiento reproductivo. En peces que migran
regularmente entre el agua de mar y dulce (como el salmdn y la anguila), el epitelio branquial cambia
para adaptarse a la salinidad ambiental. La adaptacion fisioldgica de las branquias supone la sintesis o
la destruccidon de componentes moleculares de los sistemas de transporte epiteliales, y cambios de la
morfologia y nimero de células del cloro. La regulacion osmética estd mediada por hormonas, que
afectan a la diferenciacion celular y al metabolismo; asimismo, la hormona esteroide cortisol y la
hormona del crecimiento estimulan los cambios de la estructura branquial asociados a la transicién
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del agua dulce a la marina, mientras que la prolactina estimula los cambios de la estructura branquial
gue acompafian el paso inverso (Hill, 1976; Jobling, 1995).

Las especies eurihalinas pueden mantener sus fluidos a una concentracién diferente a la del medio
(osmoreguladores), o permitir que sus fluidos lleguen a ser isosmodticos con el medio
(osmoconformes). La osmoregulacidén representa un costo energético adicional que puede actuar de
dos maneras generales: 1) mantenerse hiperténicos al medio diluido, y practicamente isotdnicos al
ambiente concentrado; 2) mantenerse hipotdnicos a altas salinidades e hiperténicos a baja salinidad
como ocurre en los teledsteos eurihalinos y camarones (Randall et al.,, 1998; Hochachka y Somero,
1978; Hill, 1978).

En casos extremos de cambio de salinidad hay solo una distincién marginal entre osmoreguladores y
osmoconformes, ya que la respuesta adaptativa, por ejemplo, en el camardn carideo Palaemonetes
varians, la permeabilidad permanece aparentemente constante en un medio de 120%, 70% y 20% de
agua de mar, medio en el cual, el organismo es hipotdnico, isoténico e hipertdnico, respectivamente.
Este tipo de respuesta sefala una capacidad osmoreguladora alta, en la cual, la presidon osmdtica de
los fluidos puede mantenerse constante dentro de un rango de salinidad amplio, y representa una
ventaja adaptativa para enfrentar las fluctuaciones ambientales en un medio tan dindmico como el
estuarino (Hochachka y Somero, 1978,Newell, 1976; Barber et al., 1983).

1.2 Tasa de filtracion de los bivalvos

En los moluscos bivalvos, el crecimiento estd directamente relacionado con la tasa de filtracion, la
tasa de bombeo, la concentracién de alimento, las condiciones fisicoquimicas del medio, asi como la
capacidad de retencién y asimilacion de nutrientes (Walne, 1985). La tasa de filtracién se define como
el volumen de agua filtrada, libre de particulas, por unidad de tiempo. A menudo se le confunde con
la tasa de bombeo, que es el volumen de agua que fluye a través de las branquias por unidad de
tiempo. Cabe sefalar que la tasa de bombeo se mide por métodos directos, en los que se cuantifica el
agua expulsada por el organismo, mientras que la tasa de filtracion es determinada por métodos
indirectos que miden la disminucidn de la concentracién de particulas suspendidas en un volumen
conocido por unidad de tiempo. La tasa de filtracion estd directamente relacionada con la
temperatura, talla del organismo, concentracion del alimento, ritmo de las mareas, velocidad de la
corriente y la salinidad (Schulte, 1975).

Otros autores afirman que la tasa de alimentacién de los bivalvos se compone de la tasa de ingestion,
que se define como el nimero de particulas en un volumen de agua por unidad de tiempo y de la tasa
de aclaramiento, que es el volumen de agua removido totalmente de particulas por unidad de
tiempo. Estas tasas de filtracidn se ven afectadas por factores intrinsecos como lo son la edad, la talla,
estado reproductivo, nivel de actividad, condicidn fisioldgica e informacion genética, y por factores
extrinsecos como la concentracion y calidad del alimento, temperatura, tension de oxigeno y
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salinidad entre otros (Bayne, 1976; Silva, 1986; Shumway, 1991). La estimacion de la tasa de
alimentacién en bivalvos se puede realizar de manera directa e indirecta. Directamente separando el
sifon exhalante e inhalante y midiendo el flujo de agua a través de ellos, e indirectamente por la
determinacion de la tasa de remocion de particulas (Bayne, 1976).

1.3 Tasa de respiracion

Como respiracion se entiende el proceso de intercambio de gases, en el que el oxigeno es tomado y
se libera el CO,. En este proceso suceden los siguientes pasos: 1) un intercambio de gases entre los
fluidos corporales y el medio externo; 2) el transporte de gases en el organismo; 3) la asimilacion y
liberacion de gases por y desde la célula y 4) procesos de oxidacion final (fosforilacion en las cadenas
respiratorias). El intercambio gaseoso sucede a través de la solucidn del gas en el agua (0-) o el paso
de la solucién a la forma gaseosa (CO,); en los dos casos el agua es necesaria para el intercambio
gaseoso; el cual ocurre de forma diferente dependiendo si el epitelio respiratorio se encuentra
dispuesto hacia afuera (branquias) o hacia dentro (pulmones y traquea). En el primer caso, no existe
peligro de sequedad y se pueden utilizar concentraciones muy bajas de oxigeno, mientras que en el
segundo, se pueden soportar peligros por sequedad pero se requieren concentraciones de oxigeno
elevadas. Para organismos acuaticos el suministro de oxigeno es mas problematico que la liberacidon
del CO,, a causa de la alta solubilidad del segundo en el agua. El consumo de oxigeno de un animal
puede ser tomado como medida de la intensidad metabdlica, la cual, depende de la especie y varia
con las condiciones del medio (temperatura, salinidad, tensiéon de oxigeno, grado de adaptacién a los
factores ambientales), asi como también de los diferentes factores internos (Hanke et al., 1977).

Los bivalvos presentan branquias muy desarrolladas y transformadas en relacidon con las branquias
primitivas, esto se debe a que no solo cumplen una funcidn respiratoria, sino que ademads son
importantes para filtrar y extraer las particulas alimentarias que se encuentran en suspension en el
agua. Esta evolucion de la branquia hacia un érgano filtrador llevé a la forma de la lamelibranquia en
“W”,

Por otro lado, en los estuarios es comun registrar disminuciones importantes del oxigeno disuelto
relacionado con descargas de materia orgdnica, por estratificacidn y al incremento de la temperatura.
En un medio que presenta una concentracidn fluctuante de oxigeno los organismos deben de ser
capaces de tomar la cantidad necesaria para cubrir su requerimiento metabdlico independiente al
medio, o tolerar la disminucion de la actividad cuando la concentracién decae drasticamente. Otro
mecanismo paralelo, lo adiciona el origen evolutivo del metabolismo en un ambiente anaerobio, lo
cual permite que la mayoria de los organismos aerobios puedan realizar la fermentacion como via
metabdlica bajo una situacion con déficit de oxigeno y con un requerimiento energético de normal a
elevado (Herreid, 1980; Hochachka, 1986).
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1.4 Tasa de excrecion de amonio

El conocimiento del contenido de amonio en agua marina es de valor considerable para el estudio del
ciclo del nitrégeno en los océanos. El amonio en el mar proviene principalmente de las excreciones de
los animales marinos y la descomposicion de compuestos organicos nitrogenados, provenientes a su
vez de organismos muertos. Diversos organismos fitoplanctdnicos utilizan el amonio y lo convierten
nuevamente en compuestos organicos nitrogenados, o puede ser oxidado por accidon quimica,
fotoquimica o bacteriana a nitrito, y luego a nitrato (Riley, 1953). En muchas investigaciones la tasa de
excrecion de amonio ha sido evaluada para indicar como es el funcionamiento y utilizacién de la
proteina dietética y su eficiencia, bajo diversas condiciones medioambientales (Mantel y Farmer,
1983).

Es importante evaluar la excrecion de amonio, ya que este proceso interviene en los procesos de
osmoregulacién, principalmente en dos aspectos, como un constituyente de aminoacidos libres para
regulaciéon osmdtica intracelular (Bishop et al., 1980) y como un idn de intercambio para la regulacion
del Na* en la hemolinfa (Mangum et al., 1976; Pressley et al., 1981). También porque ayuda a
determinar cdmo responden los organismos a variaciones en el ambiente como los son los cambios
de temperatura, salinidad, pH entre otros.

El estudio de la tasa de excrecidn de amonio debido a la respuesta al choque a diferentes salinidades
puede dar informacién sobre las caracteristicas del metabolismo del nitrégeno. El catabolismo de las
proteinas lleva a la formacion del amonio, compuesto que representa del 60 a 90% del total del
nitrégeno excretado en numerosas especies de bivalvos. Las pérdidas de energia asociadas con la
excrecion de amonio, representan un bajo porcentaje del total de energia absorbida (1-10% en
bivalvos mitilidos), lo que ha llevado a que estas pérdidas sean ignoradas o en algunos casos
estimadas por diferencia dentro de los estudios de balance energético. Sin embargo muchas veces ha
sido evidente que los estudios de la excrecién de amonio pueden representar un componente
significativo del total de energia absorbida, especialmente cuando se encuentra en procesos de
reproduccion o deficiencia energética (Navarro, 2001).

1.5 Generalidades sobre la especie Isognomon alatus

Es un bivalvo distribuido a lo largo del Caribe, desde la Florida hasta Trinidad y Tobago, en lagunas
costeras y aéreas protegidas especialmente, como fauna asociada a raices de Rhizophora mangle,
rompeolas, en grietas o rocas expuestas a corrientes de agua. Alcanza, tallas de hasta 76-90 mm y
llega a ser adulto a los seis meses, con un ciclo de vida que sobrepasa el afio (Siung, 1980). Es
considerada una de las especies monitoras para los estudios de bioacumulacidon de contaminantes,
para valorar su respuesta frente a los cambios en los ambientes costeros, por su resistencia a las
variaciones de salinidad, temperatura y pH, y por ser abundante en las aéreas costeras del Caribe,
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favorecidas estas condiciones por ser un organismo sésil y con facilidad para efectuar monitoreos y la
tolerancia a los metales pesados entre otros (Campos 1988; Ismail, 2006).

Existen pocos estudios disponibles relacionados con la capacidad de Isognomon alatus de asimilar y
depurar metales pesados bajo condiciones de campo y de laboratorio; también hay pocos estudios
relacionados con las respuestas fisiolégicas de la especie frente a estos contaminantes. Uno de los
trabajos que se han realizado para Colombia, se llevé a cabo en la Ciénaga Grande de Santa Marta, la
Bahia de Cartagena y Bahia Chengue, en el que se demostré la capacidad de /. alatus para
bioacumular metales pesados, como cadmio y cobre; en este estudio se determind que existen
niveles altos y bajos de estos elementos, y se observd, que las concentraciones medidas, fueron lo
suficientemente altas para estas zonas, para satisfacer fines de vigilancia sin aparente detrimento de
esta especie (Campos, 1988). Estudios recientes demuestran la capacidad de Isognomon alatus para
acumular cobre en laboratorio, para evaluar su potencial de acumulacion hasta el punto limite de
asimilacion. Las ostras fueron sometidas a cocentraciones de cobre de 3 mg/L y 6 mg/L. Los
resultados de éste experimento determinaron que /. alatus tiene capacidad de acumulacion alta con
efectos letales posteriores, frente a una exposicidon constante de este metal (Romero, 2010).

En Venezuela, Republica Dominicana y Puerto Rico, /. alatus se denomina ostra plana de arbol y se
utiliza como biomonitor de la contaminacién. Alli se encontré que la depuracidn de Cu en . alatus fue
un proceso rapido, lograndose un 50% en semanas a un mes, en el campo y experimentos de
laboratorio. Los autores determinaron también un incremento significativo en la concentracion de
cobre en éstas después de la exposicidn por cinco meses a efluentes de granjas de cerdos en Malasia.
Los estudios anteriores muestran que /. alatus tiene una gran capacidad de acumulaciéon y de
depuracion, y se podria utilizar como un organismo centinela apropiado para los programas de
vigilancia (Saed et al., 2004).

1.6 Contaminacion por metales pesados

Los metales pesados son uno de los principales contaminantes y mas tdxicos para los ecosistemas
acudticos; dado que son elementos no biodegradables, y tienden a acumularse en los tejidos de
animales y vegetales acuaticos y permanecen en ellos por largos periodos, desencadenando procesos
de bioacumulacién, bioconcentracidn y biomagnificacidn. La bioacumulacion se refiere al aumento de
una sustancia en los tejidos de un organismo a partir del ambiente, por el cual organismos que viven
en un medio que contiene concentraciones relativamente bajas de una sustancia quimica pueden
llegar a acumular en sus tejidos y alcanzar concentraciones considerablemente mas altas que las
existentes en su medio, con el consiguiente perjuicio para la salud de los organismos (Manjarrez et
al., 2008).

A partir de grandes accidentes ambientales ocurridos con metales pesados en la década de 1950-
1960 (enfermedad de Minamata con el mercurio o de la enfermedad Itai-Itai por cadmio, entre otras),

13



se inicid en los afios 1970 una investigacién creciente sobre la evaluacion de la contaminacién por
estos metales y otras sustancias. Esto permitié desarrollar sistemas de obtencion de informacion y
monitoreo ambiental tanto sobre compartimentos abidticos como sobre organismos y permitio
profundizar en estudios sobre procesos de bioacumulacién, efectos de contaminantes sobre
organismos y la relacidon de contaminantes en sedimentos y organismos (Manjarrez et al., 2008). Los
invertebrados acuaticos acumulan metales pesados en diferentes concentraciones en sus tejidos, que
pueden ser o no esenciales para su metabolismo. Ademas los invertebrados acudticos viviendo en un
habitat determinado, podrian tener diferentes concentraciones de estos metales pesados (Hare,
1992; Phillips y Rainbow, 1994), incluso en especies de un mismo género (Moore y Rainbow, 1987;
Rainbow, 1998).

Klerks y Weis (1987) hicieron una revision de la persistencia de poblaciones de moluscos en aguas
contaminadas, identificaron tres estrategias: tolerancia, aclimatacién y adaptacién. Estas pueden
desarrollarse durante exposicidon a concentraciones subletales desde el momento que se produce la
fecundacién y por lo tanto las poblaciones pueden haber desarrollado resistencia genética por medio
de seleccién natural de individuos con resistencias diferenciales. Esta tolerancia se manifiesta en la
composicion de las comunidades, en los ecosistemas contaminados. Diferentes especies manifiestan
diferentes respuestas para cada tipo de contaminante. En términos generales, la bioacumulaciéon y
biomagnificacion se dan cuando los contaminantes no interfieren con procesos vitales o las
concentraciones son lo suficientemente bajas como para permitir la tolerancia, aclimataciéon o
adaptacion del organismo. Asimismo, la bioacumulaciéon depende de la biodisponibilidad (esto es, en
forma soluble asimilable) del contaminante condicionada por: 1) la movilizacién de los metales en las
aguas intersticiales y su especiacion quimica; 2) la transformacion (p.ej. metilacién) de metales como
As, Hg, Pb y Sn; 3) el control ejercido por los componentes de los sedimentos (p.ej. éxido de hierroy
materia organica); 4) la competencia entre metales, como Cu, Ag, Zn y Cd por posiciones de ingreso
en los organismos, y 5) los efectos de la bioperturbacién, salinidad, coeficiente de redox y pH.

Los metales pesados se han asociado con una serie de modificaciones y adaptaciones fisioldgicas en
los moluscos, lo que les permite su tolerancia y bioacumulacion selectiva, tanto entre especies como
entre los diferentes tejidos. El incremento en la tolerancia a los metales pesados se asocia con la
induccion de proteinas afines a los metales (Roesijadi, 1986), modificando la naturaleza y contenido
de éstas en los tejidos, conjuntamente a un incremento en metalotioneina, el agente de enlace
(Lewis, 1990).

Es bien conocida la capacidad de los bivalvos para sobrevivir en la zona intermareal, la cual, esta
sujeta a frecuentes periodos de desecacién, cambios de salinidad, temperatura y fuertes cargas de
sedimentos. Cuando uno de estos factores se vuelve intolerable, los bivalvos lo sobrellevan cerrando
sus valvas y modificando su proceso respiratorio hacia la via anaerdbica, lo que resulta en un
incremento del acido lactico en la hemolinfa y la modificacién de la acidez del liquido intervalvar
(Galtsoff, 1964). Se ha demostrado un proceso fisioldgico similar con la disminucion en la tasa de
captacidn de oxigeno y reduccion en las tasas de filtracidn por exceso de cobre en el ambiente (Lewis,
1990). La tasa de filtracidn estd asociada con una menor actividad ciliar en respuesta al incremento en
los niveles de contaminantes (Abel, 1976; Almeida et al., 2003). Las respuestas en el comportamiento
14



pueden también ser una manifestacién de cambios fisioldgicos inducidos por los contaminantes, ya
sea en forma directa como el caso del DDT vy sus derivados, que en Dreissena polymorpha inducen a
un adelanto en el desove (Binelli et al., 2001), o indirectamente, cuando modifican los niveles de
serotonina y dopamina que tienen un efecto sobre el tono muscular y el ciclo reproductivo (Almeida
et al., 2003).

1.7 Generalidades del cadmio

Entre los metales pesados, el cadmio ha adquirido una gran importancia toxicolégica por estar
asociado directamente a la actividad humana. A partir de la mitad del siglo pasado, la producciéon y el
uso de cadmio al nivel industrial, se ha incrementado rdpidamente, y su eliminacidn se ha convertido
en un problema serio para el ambiente. El uso mas habitual de este metal es en la industria, para la
estabilizacion de algunos plasticos y en la fabricacion de baterias (USPHS, 1997).

Lemus et al., (2012) sefialan que el cadmio tiene diferentes efectos subletales en el bivalvo Perna
viridis, como el aumento en la sintesis de metalotioninas (MT) y el grupo sulfidril (GSH) en el
hepatopancreas en individuos expuestos a una concentracion 1 mg/L de Cd, con resultados similares
para la cavidad del manto. Las MT del musculo, branquias y resto de tejidos no fueron afectadas
durante la exposicidon al metal, a excepcién del incremento de esta proteina en las branquias a la
dosis de 1 mg/L de Cd. En este mismo experimento el consumo de oxigeno disminuyo en funcién de
la concentracion del cadmio. Este metal activd la sintesis de MT y de GSH, particularmente en el
hepatopancreas y en el manto, para compensar o contrarrestar el dafio causado por el Cd.

Otros estudios como el de Larsson et al. (1981) sefialan que el cadmio tiene diferentes efectos
subletales en peces teledsteos, como fracturas y deformidad vertebral, dafios testiculares, desarrollo
defectuoso de oévulos, reduccién del consumo de oxigeno por los tejidos branquiales, cambios
patoldgicos en los tejidos renal e intestinal, efectos hematoldgicos y disturbios en el metabolismo de
carbohidratos. Muchos de los efectos téxicos en humanos (lesiones en huesos y lesiones renales,
anemia e hiperglicemia) son muy parecidos a los efectos del cadmio en otros mamiferos.

El efecto téxico de los metales en su forma idnica ha sido descrito para el cadmio (Theede y Scholz,
1982; Campos, 1987). La toxicidad del cadmio es muy compleja, ya que presenta multiples
posibilidades de formar macromoléculas, por ejemplo remplazando otros metales, que desempefian
un papel muy importante en la actividad enzimatica o reaccionan con grupos bioldgicos activos como
los grupos carbosil, fenolosil, sulfidril, disulfito y fosfato. Cada uno de los metales presenta diferente
grado de afinidad con diferentes grupos quimicos, por ejemplo Hg, Cd y Ag reaccionan en especial con
los grupos sulfidril (SH-), el Pb también lo hace con los fosfatos. En el caso del grupo SH- se ha
identificado que desempefia_un papel importante por la formacién de proteinas capaces de atrapar
metales. La gran afinidad del cadmio por el grupo sulfidril conduce a la formacién, tanto en el
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hombre, como en los animales, de proteinas de cadenas cortas, con un alto contenido de cisteina
(Friberg et al., 1976).

De forma natural, grandes cantidades de cadmio son liberadas al ambiente, mds o menos 25.000
t/afio. La mitad de éste es liberado en los rios a través de la descomposicidon de rocas y la otra es
liberada al aire a través de fuegos forestales y volcanes. El resto es liberado por las actividades
humanas, como es la manufacturacién de baterias y aleaciones entre otros. Las aguas residuales con
cadmio procedentes de las industrias terminan mayoritariamente en el suelo. Las causas de estas
corrientes de residuos son por ejemplo la produccién de zinc, minerales de fosfato y la industria del
estiércol. En las corrientes residuales puede, también entrar en el aire a través de la quema de
residuos urbanos y de la quema de combustibles fésiles. Debido a las regulaciones sélo una pequeiia
cantidad de cadmio entra ahora en el agua a través del vertido de aguas residuales de casas o
industrias (Greenwood y Earnshaw, 1997).

La escorrentia es una fuente importante de entrada de cadmio a los ecosistemas costeros, por el uso
de fertilizantes como los fosfatos. Parte del cadmio termina en el suelo después de que el fertilizante
es aplicado en las granjas y el resto es transportado en las aguas superficiales por los rios. También
puede ser transportado a grandes distancias cuando es absorbido por el lodo. Este lodo rico en
cadmio puede contaminar las aguas superficiales y los suelos, el cadmio es adsorbido fuertemente
por la materia orgdnica del suelo. En los suelos 4cidos, se aumenta la disponibilidad y por lo tanto la
toma del metal por las plantas, lo que se convierte en un téxico potencial para los animales que
dependen de las plantas para sobrevivir; puede acumularse en los tejidos de los herbivoros,
especialmente cuando estos consumen una mayor diversidad de alimento. El ganado puede
concentrar grandes cantidades de cadmio en sus rifiones debido a que éste también sintetiza
metalotioneinas (Greenwood y Earnshaw, 1997).

En ecosistemas acuaticos el cadmio puede bioacumularse en mejillones, ostras, gambas, langostas y
peces. La susceptibilidad al cadmio puede variar ampliamente entre organismos acuaticos. Se sabe
que los organismos que habitan en ambientes salinos son mas resistentes al envenenamiento por
este metal que los organismos de agua dulce. Los animales que comen o beben este contaminante,
presentan algunas veces una presion sanguinea muy alta, dafos del higado, nervios y el cerebro
(Greenwood y Earnshaw, 1997).
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2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion y preparacion de los organismos

El material biolégico fue recolectado en la Escollera, sector El Rodadero con coordenadas 11° 12’
31,56” N y 74° 13’ 30,49” W de la regidn de Santa Marta, en el cual se puede encontrar
abundantemente. Se recolectaron 200 individuos de talla media entre 4 y 6 cm (ya que en estas tallas
las ostras se comportan mejor metabdlicamente en experimentos pilotos realizados y por ser mas
abundantes en el area de recoleccidn); los cuales fueron previamente lavados, eliminandose los
epibiontes. Los animales fueron trasladados al laboratorio del CECIMAR, en el Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras (INVEMAR), donde se colocaron en acuarios de vidrio y se
mantuvieron durante 30 dias con aireacion constante, realizando dos recambios parciales de agua de
mar diarios, con agua tomada del sector de Punta Betin en Santa Marta, de la cual los animales
obtenian su alimento.

2.2 Procedimiento para la evaluacidn de las respuestas fisioldgicas

Los individuos fueron aclimatados durante un mes en tres acuarios, a tres salinidades diferentes (36,
27 y 18). Después del periodo de aclimatacion, se realizaron los experimentos para determinar la
respuesta de los individuos ante el choque salino; para esto, se dividieron las ostras de cada uno de
los tres acuarios en tres grupos, los cuales, fueron expuestos a tres salinidades finales (36, 27 y 18),
para un total de nueve experimentos: seis choques salinos y tres controles. (Grafica 1).

Grafica 1. Montaje de los experimentos para la medicién de la tasas de filtracion y excrecion de

amonio.
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Para determinar la respuesta metabdlica de las ostras ante el choque salino, se midieron las tasas
inicial y final de respiracidn, filtracién y excrecion de amonio. Después de este experimento (sin
cadmio), se realizé un segundo experimento (con cadmio) con el fin de determinar de qué manera
este metal afecta la respuesta metabdlica de los organismos. Lo cual, se realizd sometiendo a los
individuos a una concentracion sub-letal de 1 pg/2L de cloruro de cadmio, determinada con base en
el estudio de (Manjarrez et al., 2008), quienes evaluaron la bioacumulacién de metales pesados en
Isognomon alatus. El experimento completo se realizé por triplicado, con el fin de determinar si existe
consistencia en los resultados observados.

2.2.1 Tasa de consumo de oxigeno

Después del periodo de aclimatacion de los individuos, se midié la tasa respiratoria en cdmaras
respirométricas cerradas de flujo continuo (Gréfica 2) (Hanke et al., 1977). El suministro continuo de
agua se surtié mediante tres tanques de 19 L, cada uno con concentraciones de salinidad diferentes
(36, 27, 18). En cada camara se introdujeron cinco ostras y luego se hizo fluir el agua durante 5 h. La
primera alicuota de agua se tomd en una botella Winkler de 50 mL, pasada la primera media hora a
partir del choque salino. El oxigeno de la muestra se fijé con 0,5 mL de sulfato de manganeso y 0,5 mL
de solucidn yoduro-alcalina. Posteriormente, se tomaron las muestras cada hora durante las
siguientes 5 horas, llevandose a cabo el mismo tratamiento (Grafica 2).

Grafica 2. Montaje del experimento para la medicidn de la tasa de consumo de oxigeno.
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La velocidad de flujo de la cdmara se_midié en cada tiempo con el fin de mantenerlo constante, ya
que no debia sobrepasar de 20 mL/min. Esto permitié observar las respuestas del consumo de
oxigeno de los individuos en el tiempo, ante cambios bruscos de salinidad. Para el segundo
experimento se realizd el procedimiento anterior, agregando cloruro de cadmio al tanque de
suministro de agua de 19 L para obtener una concentracion final de o, 387 mg/19L de cloruro de
cadmio.

La cantidad de oxigeno disuelto para cada muestra, se determiné en el LABCAM del INVEMAR,
mediante el método de Winkler (1988) ajustado por (Garay et al., 2001); utilizando la siguiente
férmula para la estandarizacidn de los datos:

Mg 02/1= (V1*0,01*f/V;-1)
Ddnde:
V= Volumen de tiosulfato gastado.
F= Factor de correccion de tiosulfato.
V= Volumen de la botella en mL.
0,01= Normalidad de tiosulfato.
Para los calculos del oxigeno consumido en los intervalos de tiempo, se tomd la diferencia de la
concentracion del oxigeno del agua entrante y saliente en mg O,/L y se relacioné con la cantidad de
agua que pasa por la cdmara en un tiempo dado, obteniendo el consumo de oxigeno en mL/L (Hanke
etal.,, 1977).

VB=(C-C)V/T

Ddnde:
V= Volumen que pasa por la cdmara.

T= Intervalo de tiempo de la medicidn.

Ciy Cs = Concentracion inicial y final de oxigeno de la muestra.
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2.2.2 Tasa de filtracion

Se evalué la tasa de filtracién en camaras estdticas de 2 L, en las que se introdujeron cinco ostras de
cada grupo por separado y con su respectivo control en agua de mar a las salinidades propuestas, con
una concentracion de tinta china de 0,7 mL/L. Después de la primera media hora se tomaron tres
alicuotas de 10 mL directamente de la cdmara y asi sucesivamente cada hora durante 5 h, con el fin
de determinar los cambios en las concentraciones de tinta china en el tiempo. La tasa de filtracion se
calculé con la diferencia de concentraciones de tinta china en cada intervalo de tiempo. De la misma
manera que para el experimento anterior, los datos obtenidos se compararon con el grupo control
para cada caso y con la salinidad de aclimatacién.

Para el segundo experimento se realizd el procedimiento anterior, agregando 1 ug/2L de cloruro de
cadmio. La tasa de filtracion (f) indica la cantidad de agua que pasa a través de las branquias del
bivalvo en un tiempo determinado y se calcula en litros (L) por hora (h) segun la siguiente férmula:

_ v x2,303 (log Co — log Ci)
B n x (t; — to)

Donde:

f = Tasa de filtracion en L/h.

v = Volumen del medio en L.

2.303 = log 10.

Co = Concentracidn inicial.

Ci = Concentracion en el tiempo t.

n = Numero de organismos.

t; — to = Tiempo en horas o en fracciones.

2.2.3 Tasa de Excrecion de Amonio

Las muestras se tomaron de las camaras estaticas utilizadas para la determinacion de la tasa de
filtracidn. La concentracién de amonio excretada se determind en el LAB-CAM del INVEMAR usando
el método de azul de indofenol, las muestras fueron extraidas directamente de las mismas camaras
gue se usaron para la determinacidon de la tasa de filtracién (para los dos experimentos).

El método consiste en hacer reaccionar el ion amonio presente en el agua de mar en un medio
citrato-alcalino con hipoclorito de sodio para formar monocloramina, la cual en presencia de fenol y
nitroprusiato de sodio actlia como catalizador, formando el azul de indofenol y un complejo de citrato
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con los iones Ca*"y Mg", eliminando asi, la interferencia que éstos puedan causar al precipitarse
durante el andlisis. La absorbancia de la solucién resultante se mide espectrofotométricamente a 640
nm (Garay, 1981).

Todo el material empleado para los analisis quimicos, se lavd previamente con acido nitrico (HNOs) al
5% y luego con agua desionizada, por 24 h. La manipulacién de las muestras se llevd a cabo con
guantes y utilizando elementos plasticos para evitar la contaminacidn con metales. Se realizd el
siguiente procedimiento para la determinacién de la concentracién de amonio:

En un vial de 40 mL se adicionaron 25 mL de muestra filtrada y se adicionaron los siguientes reactivos:
¢ 1 mL de solucién de fenol, se agitd.
¢ 1 mL de nitroprusiato de sodio, se agito.

¢ 2,5 mL de solucién oxidante y se agito.

Los viales se mantuvieron cubiertos con papel aluminio o tapados y en la oscuridad, a temperatura
entre 20 y 27 °C durante una hora, después de lo cual se leyé la absorbancia a 640 nm y luego se
calculé las concentraciones de amonio y se determinaron los blancos de reactivo.

2.2.4 Analisis de los datos

Para establecer si existian diferencias entre los efectos de aclimatacién, choque salino y cadmio en los
experimentos, se realizaron pruebas preliminares para determinar la naturaleza de los datos y elegir
entre andlisis paramétricos o no paramétricos. Se utilizd el método de disefio en bloques
aleatorizados, que se aplica cuando se desea estudiar la influencia de un factor sobre una variable
cuantitativa y existe el efecto de otras variables indispensables para el experimento que pueden
influenciar los resultados del mismo, sin ser el motivo de estudio. El desarrollo del modelo consiste en
probar los supuestos de normalidad, linealidad, homocedasticidad e independencia. Cuando no se
cumple con uno de esos cuatro requisitos, no es posible seguir con métodos paramétricos por lo que
se requiere aplicar estadistica no paramétrica. Las pruebas se realizaron el en software STATISTICA
plus versién 10.0 (2012).

Para corroborar el supuesto de normalidad se aplicé una prueba Q-Q con una correlacién lineal de
Pearson, en la cual, se determina graficamente la dispersidon de los residuos frente a la linea de
tendencia. Cuanto mas distantes se encuentren los puntos de la linea, mayor es la desviacion. La
linealidad y la independencia se determinaron graficamente con un diagrama de interaccién entre los
residuos y los valores que predijo el modelo. Si este grafico no presenta ninguna interaccion se
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admite que el modelo es aditivo, es decir no muestra evidencia de un efecto, entre el factor bloque y
los tratamientos. La homogeneidad de varianzas u homocedasticidad, se comprobdé mediante la
prueba de Levene, la cual contrasta la Ho de que las varianzas poblacionales son iguales, frente a la H,
de que las diferencias obtenidas en las varianzas de la muestra no son producto de una muestra
aleatoria de una poblacién con varianzas iguales. El limite de rechazo de la Ho se realiza con un valor p
mayor a 0,05. La prueba se realiza para asegurar que la variabilidad de un grupo no sea distinta del
otro, asegurando que ambas se encuentren entre la misma distribucién permitiendo asi que los
grupos sean comparables. Cuando se cumplieron todos los supuestos paramétricos, se aplicaron
pruebas ANOVA vy las respectivas pruebas Post-hoc (Ajuste de Bonferroni). Si por lo menos uno de los
supuestos no se cumplia, se aplicaba un andlisis no paramétrico.

Para los analisis no paramétricos se agruparon los datos en cuatro categorias: 1) Controles, cuando la
salinidad de aclimatacidn es la misma salinidad de andlisis; 2) choque salino cuando la salinidad inicial
era 36; 3) choque salino cuando la salinidad inicial era 27 y 3) choque salino cuando la salinidad inicial
era 18. La variabilidad de las respuestas se representa graficamente mediante graficas de series de
tiempo promedio, en las cuales se muestran las salinidades y/o choques salinos ante el efecto sin
cadmio y con cadmio).

El efecto del choque salino se determind al comparar las series de tiempo de cada uno de los grupos,
mediante una prueba de Kruskal-Wallis que determina las diferencias respecto a la mediana, cuando
las hipodtesis son:

Ho= Las distribuciones de las poblaciones son idénticas (1= a;= 03= as= o= 0)
H.= Al menos una de las distribuciones tiende a mostrar valores mayores que
una de las otras poblaciones (algun a;z 0).

El nivel de significancia (H), se determiné usando la tabla de Chi — cuadrado con grados de libertad n-1
(Daniels, 2005). Si una de las distribuciones es diferente, se realizan contrastes pareados de Wilcoxon
para muestras independientes, donde las hipétesis son:

Ho= La distribucién a; = a;
El nivel de significancia se determiné comparando el valor T, y Ty calculado con el Tiowy €l Tupper
criticos de la tabla T de Wilcoxon. El efecto del cadmio se determind mediante contrastes pareados

utilizando una prueba de signos de Wilcoxon para muestras dependientes, donde las hipdtesis son:

Ho= La diferencias son =0
Ha.= La diferencias son #0
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El nivel de significancia se determiné comparando el T calculado mds pequeiio con el Tiow de la tabla
Wilcoxon para muestras dependientes. Las pruebas y las gréficas de las series de tiempo se realizaron
con el software MinitAb 16.

Se determind que los supuestos del modelo paramétrico no se cumplieron en los experimentos de
consumo de oxigeno, tasa de filtracién y tasa de excrecidn, por lo que se aplicaron pruebas no
paramétricas. Detalles sobre los resultados obtenidos en las pruebas de normalidad,
homocedasticidad, linealidad y aditividad, se adjuntan en el (Anexo A).
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3. RESULTADOS
3.1 Tasa de consumo de oxigeno

3.1.1 Diferencias en el consumo de oxigeno entre las salinidades de
aclimatacion de los experimentos control y efecto del cadmio

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

En la grafica de las tasas en el experimento sin cadmio (Figura 1, der) se muestra que a salinidades de
36:36y 27:27, el consumo de oxigeno presenté un comportamiento similar, en el que el consumo fue
estable (siguen el mismo patrén o comportamiento), indicando que los organismos se encontraron en
condiciones dptimas. El tiempo en el que el consumo se estabilizd, ocurrié dos horas después de
iniciado el experimento, después de lo cual, permanecio cerca del rango de 16 a 18 mL/min de O..

La tasa de consumo de oxigeno disminuyé significativamente en la salinidad de 18:18 cuyo tiempo de
estabilizacidn ocurrid a partir de las 3 horas, tiempo después del cual, la tasa de consumo de oxigeno
permanecié entre 7 y 8 mL/min de O,, por lo que existen diferencias cercanas a los 10 mL/min O,
respecto a lo observado en los experimentos con cadmio (Figura 1, izq). El tiempo de estabilizacién de
la reaccién ocurre cuando la respuesta metabdlica deja de ser mecdanica debido al cierre de las valvas
y el proceso de regulacidn comienza a ser celular; en el caso de la salinidad de aclimatacion de 18:18,
el bajo consumo de oxigeno ocurre debido a una adaptacion intracelular que le permite a los
organismos conformarse con tasas de oxigeno menores.

Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

Las tasas de consumo oxigeno con el efecto del cadmio (Figura 1, izq) son inferiores al consumo
observado en los organismos no expuestos al cadmio (Figura 1, der). Al inicio del experimento el
consumo de O;estuvo cerca de 0 mL/min de O,, en las tres salinidades, para luego incrementarse
progresivamente en el tiempo, estabilizandose una hora después del inicio del experimento a una
tasa baja, aproximadamente entre 6 a 8 mL/min de O,, en las salinidades de 36:36 y 27:27 (Figura 1,
izq). Es decir, los organismos sometidos al efecto del cadmio permanecieron en una tasa de consumo
estable en el tiempo, que no obstante, era inferior a las condiciones éptimas, las cuales, en el
experimento control se establecieron en un rango de 16 a 18 mL/min O, (linea discontinua), por lo
gue presentan al parecer, un comportamiento osmoconforme. En la salinidad de 18:18, se observé un
posible efecto sinérgico entre el choque salino con la exposicion al cadmio, ya que las tasas de
consumo de oxigeno permanecieron durante la mayor parte del experimento, en un umbral inferior a
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los 6 mL/min O, y solo después de transcurridas 5 h, se observa que los organismos tienden a
estabilizarse (Figura 1, der).
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Figura 1. Tasa de consumo de oxigeno de Isognomon alatus en los grupos control sin cadmio y los
experimentos con cadmio.

Se determind que existen diferencias entre las tres salinidades control sin cadmio (Hcaiculado = 10,29 >
Heritica (21 2; 0 0,05) = 5,99); las pruebas pareadas de Wilcoxon para muestras independientes indican que
esas diferencias se presentan entre la salinidad de aclimatacion de 18:18, respecto a las salinidades
de 36:36 y 27:27 (Tabla 1). Asimismo, se determiné que bajo la exposicién al cadmio, no existen
diferencias en las tasas de consumo de oxigeno, entre las tres salinidades de aclimatacion (Hcaiculado =
4,994 > Hcritica (g1 2; 0 0,05 = 5,992). Al comparar las pruebas con y sin cadmio, mediante las pruebas de
signos, se determind que existen diferencias entre los experimentos en cada una de las salinidades de
aclimatacion (Tabla 2).

Tabla 1. Contrastes pareados de Wilcoxon para muestras independientes del consumo de oxigeno
entre los grupos control, sometidos a tres salinidades de aclimatacion: 36, 27 y 18, sin el efecto del
Cadmio. Valores criticos na/n1: 7/7; o 0,05.

Minimo calculado Vs. Maximo calculado Vs.
Contrastes - -, - -, Interpretacion
Minimo critico Maximo critico
. . Acepto Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 27:27 TLow =37<TA=50 TUpper =68 >TB =55 . . .
No existen diferencias
. . Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 18:18 TLow =37 >TA=33 TUpper=68<TB=72 . ] .
Existen diferencias
Rech H
Sin_Cd 27:27/Sin_Cd 18:18|  TLow =37>TA=34 TUpper =68 <TB =73 _nechazo o
Existen diferencias
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Tabla 2. Contrastes entre las tasas de consumo de oxigeno de los controles con y sin cadmio,
mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes; n = 7 Ouna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. i
Contrastes - - Interpretacion
Minimo critico
. o Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Con_Cd 36:36 | Tcritico =2 > Tcalculado=0 . . .
Existen diferencias
. Rechazo Ho
A Tceritico =2 >Tcalculado=1 . . .
Sin_Cd 27:27 / Con_Cd 27:27 Existen diferencias
Y Acepto Ho
=/2< =
Sin_Cd 18:18/ Con_Cd 18:18 | 'Ctico=2<Taaleulado=3 1 ' .o\ o diferencias

3.1.2 Efecto del choque salino en la tasa de consumo de oxigeno con
aclimatacion a 36

Choque salino sin el efecto del cadmio

En las series de tiempo (Figura 2, der) se observé que al descender la salinidad de 36:27 en el
experimento sin cadmio, la tasa de consumo de oxigeno se estabiliza transcurridas las dos primeras
horas del experimento, conservandose entre 19 a 20 mL/min de O,; mostrando un comportamiento
similar al experimento control (en negro), aunque con una tasa de consumo ligeramente
incrementada.

Cuando el choque salino fue mayor y pasé de una salinidad de 36:18, la tasa de consumo de oxigeno
descendié situandose en un intervalo de 5 a 15 mL/min de O,, en el cual, no se observé un
comportamiento de estabilizacidn durante el tiempo de duracidn del experimento; lo cual, indica que
la adaptacidn de los organismos ante un descenso importante en la salinidad ocurre muy lentamente.
Aparentemente de haber continuado el experimento, el consumo se habria estabilizado en un valor
cercano a los 8 mL/min de O,, de ser asi, los organismos estarian ajustandose a una tasa de consumo
de oxigeno inferior a la tasa de aclimatacion (Figura 2).

Choque salino con el efecto del cadmio

Se observa que aun sin el efecto del choque salino, las tasas de consumo de oxigeno entre los
organismos expuestos al cadmio son inferiores (lineas negras continua y discontinua en las gréficas de
la figura 2); asimismo, los descensos de salinidad de 36:27 fueron diferentes entre los experimentos
con y sin cadmio (Figura 2). Mientras que la respuesta ante un descenso de salinidad de 36:18 no
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presentd diferencias, indicando que los organismos ante una baja concentracion salina, ya se
encuentran sometidos a una situacion lo suficientemente estresante, capaz de generar un descenso
en el consumo de oxigeno. En los tres experimentos bajo la exposicién al cadmio, se observa que las
ostras no son capaces de osmorregular con la misma eficiencia, pero su tasa de consumo se estabiliza
a la primera hora del experimento manteniéndose entre 7 y 9 mL/min de O (Figura 2, izq).
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Figura 2. Tasas de consumo de oxigeno de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 36 en
experimentos de choque salino sin y con cadmio.

Los organismos que se aclimataron a una salinidad de 36 fueron sometidos a descensos de salinidad
a 27 y 18, tanto en los experimentos sin cadmio como con cadmio. Las pruebas de Kruskal-Wallis
indicaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno debidas al choque salino, en las pruebas
sin el efecto del cadmio (Hcaiculado = 13,4470 > Heritica (g1 2; a 0,05) = 5,992). Segun las pruebas pareadas de
Wilcoxon para muestras independientes, los efectos significativos ocurrieron entre los descensos de
36:18 respecto al control 36:36 y el descenso 36:27. No obstante, cuando el descenso fue de 36:27,
no se observaron diferencias respecto al control 36:36 (Tabla 3). Los tratamientos con cadmio, no
presentaron diferencias en el consumo de oxigeno debidas al choque salino (Hcaiculado = 4,1484 < Hcritica
(@2 «0,05) = 5,992). Al comparar los efectos con y sin cadmio, mediante la prueba de signo de Wilcoxon,
solo se encontraron diferencias entre los descensos de 36:27 (Tabla 4).

27



Tabla 3. Contrastes pareados de Wilcoxon para muestras independientes, entre la tasa de consumo
de oxigeno durante el experimento control de 36 y los grupos sometidos a choques salinos de
descenso de 27 y 18, sin el efecto del Cadmio. Valores criticos ny/ni: 7/7; a 0,05.

Minimo calculado Vs. | Maximo calculado Vs.

Contrastes Minimo critico Maximo critico Interpretacion
. . Acepto Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 36:27 TLow =37<TA=39 TUpper=68>TB =66 . . .
No existen diferencias
. . Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 36:18 TLow =37>TA=31 TUpper=68<TB=74 . ] .
Existen diferencias
Rechazo Ho

Sin_Cd 36:18 / Sin_Cd 36:27 TLow =37>TA=28 TUpper=68<TB=77

Existen diferencias

Tabla 4. Contrastes entre las tasas de consumo de oxigeno de los experimentos con salinidad de
aclimataciéon a 36, cuando son sometidos a descensos de salinidad a 27 y 18 con y sin cadmio,
mediante prueba de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 Olyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. ..
Contrastes .. L. Interpretacion
Minimo critico

Rech H

Sin_Cd 36:27 / Con_Cd 36:27 | Tritico = 2 > Tcalculado=0 rechazo o

Existen diferencias
Acepto Ho

No existen diferencias

Sin_Cd 36:18 / Con_Cd 36:18 | Tcritico = 2 < Tcalculado=13

3.1.3 Efecto del choque salino en las tasas de consumo de oxigeno con
aclimatacion a 27

Choque salino sin el efecto del cadmio

En la figura 3 se observa que los organismos incrementan la tasa de consumo de oxigeno en el tiempo
cuando se someten a un choque, independientemente de que el cambio sea un incremento o un
descenso en la salinidad. Lo cual, indica que los organismos aclimatados a salinidades intermedias
intentan osmorregular cuando se encuentran sometidos a un cambio repentino en la concentracidon
salina (Figura 3, der). El incremento progresivo en la tasa de consumo de oxigeno indica que el
proceso de regulacidn, si bien, comienza siendo mecdnico mediante el cierre de las valvas,
gradualmente comienza a hacerse a nivel intracelular. El proceso de osmoregulacion ocurrié de forma
lenta, debido a que no se observd estabilidad en la curva de consumo de oxigeno durante el
transcurso del experimento; sin embargo la tendencia indica que cuando se incrementa la salinidad a
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27:36, los organismos tienden a estabilizarse en condiciones dptimas, superiores a los 16 mL/min de
0O y cuando se disminuye de 27:18, la tendencia es a permanecer ligeramente por debajo de los 16

mL/min de O,, pero muy por encima del umbral de los 6 mL/min de O, (lineas discontinuas, Figura 3,
der).

Choque salino con el efecto del cadmio

A pesar que se encontraron diferencias entre las aclimataciones 27:27 (linea negra, der. y linea
punteada, Figura 3, izq); las series de tiempo de los choques salinos, indican que los experimentos
con cadmio y sin cadmio presentaron una tasa de consumo de oxigeno intermedio permaneciendo
entre 6 y 10 mL/min de O, durante la mayor parte del tiempo. No obstante, la respuesta en los
primeros minutos del experimento con cadmio, evidencian que las curvas se encuentran ligeramente
por debajo de estos limites (Figura 3, izq); mientras que en el experimento sin cadmio (Figura 3, der)
el consumo incrementd durante las dos ultimas horas del experimento superando el limite. Por lo
tanto, es posible que en un experimento mas prolongado, las ostras no sometidas al cadmio alcancen
una tasa de consumo de oxigeno mayor.
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Figura 3. Tasas de consumo de oxigeno de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 27 en
experimentos de choque salino sin y con cadmio.

Los individuos aclimatados a una salinidad de 27 se sometieron a un descenso de salinidad a 18 y a un
incremento a 36, en experimentos con y sin cadmio. En los cuales, no se observaron diferencias en la
tasa de consumo oxigeno debidos al efecto del choque salino, ni en los individuos no sometidos al
efecto del cadmio (Hcalculado = 5,128 < Hcritica (g1 2; « 0,05) = 5,992) ni en aquellos expuestos al cadmio
(Healeuado = 0,423 < Heritica (g12: 0 0,05) = 5,992). No se observaron diferencias significativas entre los
choques salinos con y sin cadmio, al aplicar la prueba de signo de Wilcoxon (Tabla 5).
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Tabla 5. Contrastes entre las tasas de consumo de oxigeno de los experimentos con salinidad de
aclimatacion de 27, cuando son sometidos a descensos de salinidad a 18 e incrementos de salinidad a
36, con y sin cadmio, mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 Quna
cola = 0,025

Minimo calculado Vs. ..
Contrastes L. . Interpretacion
Minimo critico

Acepto Ho

No existen diferencias
Acepto Ho

No existen diferencias

Sin_Cd 27:18 / Con_Cd 27:18 | Tcritico =2 < Tcalculado=5

Sin_Cd 27:36 / Con_Cd 27:36 | Tcritico =2 <Tcalculado=6

3.1.3 Efecto del choque salino en la tasa de consumo de oxigeno con
aclimataciéon a 18

Choque salino sin el efecto del cadmio

Al encontrarse aclimatadas en un medio diluido, las ostas se mantienen en un estado osmoconforme,
en el cual, el consumo de oxigeno es bajo, como se observa en el control 18:18 (linea negra Figura 4,
der). Al ser sometidas a un incremento de salinidad, el efecto del choque hace que los organismos
incrementen irregularmente la tasa de consumo de oxigeno, por lo que es posible observar multiples
picos en las series de tiempo de los incrementos de 18:36 y 18:27; sin embargo es evidente que no
logran estabilizar su tasa de consumo durante el experimento, probablemente porque esto implica un
gasto energético muy elevado (Figura 4, der).

Choque salino con el efecto del cadmio

El consumo de oxigeno en los animales expuestos al cadmio a una salinidad de aclimatacion de 18:18
permanece por debajo del umbral de los 6 mL/min de O, (linea punteada, Figura 4, izq), mientras que
sin el efecto del cadmio la tasa se mantiene por encima de dicho limite la mayor parte del tiempo
(linea negra, Figura 4, der). Cuando en los organismos sometidos al cadmio se incrementd la salinidad
de 18:27, se observé un aumento en el consumo de oxigeno a partir de la tercera hora del
experimento, tiempo tras del cual, la curva se estabilizé cerca a los 10 mL/min de 0.

No obstante, cuando el incremento en la salinidad es mas intenso (18:36), el consumo de oxigeno
permanece cercano a lo observado en el experimento de aclimatacion 18:18 (linea punteada), esto
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posiblemente se deba a que el choque salino es tan intenso que las ostras no consiguen osmorregular
permaneciendo en un estado de estrés (Figura 4, izq).
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Figura 4. Tasas de consumo de oxigeno de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 18 en
experimentos de choque salino sin y con cadmio.

Los individuos aclimatados a una salinidad inicial de 18 se sometieron a incrementos de salinidad a 27
y 36. Las tasas de consumo de oxigeno en los experimentos sin cadmio presentaron diferencias
debidas al efecto del choque salino (K - W: Hcaiculado = 8,222 > Heritica (g1 2;  0,05) = 5,992), entre el control
(18:18) y los incrementos de 18:36 y 18:27. No se observaron diferencias entre los tratamientos 18:27
y 18:36 (Tabla 6). Asimismo, se determiné que bajo la exposicidn al cadmio, existen diferencias en las
tasas de consumo de oxigeno (Hcaiculado = 11,273 > Hcritica (g1 2; a 0,05) = 5,992) entre 18:18 y el incremento
de 18:27 (Tabla 6). Mediante las pruebas de signo de Wilcoxon, se establecié que existen diferencias
entre los choques con y sin cadmio en los incrementos de 18:36 (Tabla 7).
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Tabla 6. Contrastes pareados de Wilcoxon para muestras independientes entre la tasa de consumo
de oxigeno durante el experimento control de 18 y los grupos sometidos a choques salinos

incremento de 27y 36, sin y con el efecto del Cadmio. Valores criticos ny/ni: 7/7; a 0,05.

Minimo calculado Vs.

Maximo calculado Vs.

Sin_18:18 / Sin_18:36

Tlow=37 >TA=33

Tupper=68 < TB=78

Contrastes Minimo critico Maximo critico Interpretacion
Rech H
Sin_18:18 / Sin_18:27 Tlow=37 >TA=34 Tupper= 68 < TB=71 _nechazo o
Existen diferencias
Rechazo Ho

Existen diferencias

Sin_18:36 / Sin_18:27

Tlow=37 < TA=48

Tupper=68 >TB=57

Acepto Ho No Existen
diferencias

Con_18:18 / Sin_18:27

Tlow=37 >TA=30,5

Tupper=68 <TB=74,5

Rechazo Ho
Existen diferencias

Con_18:18 / Sin_18:36

Tlow=37 <TA=48,5

Tupper=68 < TB=48,5

Acepto Ho No Existen
diferencias

Tabla 7. Contrastes entre las tasas de consumo de oxigeno de los experimentos con salinidad de
aclimataciéon de 18, cuando son sometidos a incrementos de salinidad a 27 y 36 con y sin cadmio,
mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes; n = 7 lyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. .,
Contrastes Interpretacion

Minimo critico

Rechazo Ho

Sin_Cd 18:36 / Con_Cd 18:36| Tcritico =2 > Tcalculado=0

Existen diferencias
Acepto Ho
No existen diferencias

Sin_Cd 18:27 / Con_Cd 18:27 | Tcritico =2 <Tcalculado=4

3.2 Tasade filtracion

3.2.1 Diferencias en las tasas de filtracion entre las salinidades de
aclimatacion de los experimentos control y efecto del cadmio

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

Para los controles con salinidades de aclimatacién de 36:36 y 18:18, se determind que el tiempo de
estabilizacion de la tasa de filtracién ocurrié entre la primera y segunda hora de haber iniciado el
experimento, mientras que en la salinidad de aclimatacion de 27, este punto llegd después de la
tercera hora del experimento. El punto en que el agua se hizo visiblemente clara estuvo cerca entre
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los tres experimentos, lo que indica que durante la aclimatacién, las ostras se encuentran filtrando
activamente, lo cual, comprueba que la regulacién osmotica estd ocurriendo a nivel de los tejidos y
no por el cierre de las valvas (Figura 5, der).

Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

Las series de tiempo de los ensayos a los que se les adiciond Cd, muestran una curva en incremento,
qgue indica que no se alcanzé la transparencia del agua, en los experimentos aclimatados a una
salinidad de 36:36, 27:27 y 18:18 (Figura 5, b).
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Figura 5. Tasas de filtracion de los grupos de Isognomon alatus sin cadmio y los experimentos con
cadmio.

No se encontraron diferencias en las tasas de filtracion debidas al efecto de la salinidad de
aclimatacion ni en los experimentos sin cadmio (K-W: Hcaiculado = 1,368 < Heritica=5,992) ni con cadmio
(K-W: Hcalculado = 1,205 < Hgitica=5,992). No obstante las pruebas de signo indican que existen
diferencias entre los efectos con y sin cadmio en las tres salinidades de aclimatacion (Tabla 8).
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Tabla 8. Contrastes entre las tasas de filtraciéon de los controles con y sin cadmio, mediante pruebas
de signo de Wilcoxon para muestras dependientes; N = 7 Olyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. .,
Contrastes L. L. Interpretacion
Minimo critico

Rechazo Ho
Existen diferencias
Rechazo Ho
Existen diferencias

Sin_Cd 36:36 / Con_Cd 36:36 | Tcritico =1 >Tcalculado=0

Sin_Cd 27:27 / Con_Cd 27:27 | Tcritico =1 > Tcalculado=0

: ;. Rechazo Ho
Sin_Cd 18:18/ Con_Cd 18:18 | Tcritico =1 < Tcalculado=0

Existen diferencias

3.2.2 Efecto del choque salino en las tasas de filtracion con aclimatacion a 36

Choque salino con el efecto del cadmio

Bajo la exposicidn al cadmio la tasa de filtracién disminuye y las ostras no logran depurar toda la
concentracién de tinta china durante las 5 horas del experimento ni en la aclimatacién 36:36 (Linea
punteada, Figura 6, izq), ni en ninguno de los descensos. No obstante, la pérdida de la capacidad de
filtracidn es ligeramente mas evidente en los experimentos de descenso de 36:27 y 36:18, debido a
que el efecto sinérgico entre el choque salino y la exposicion al cadmio, es tal, que la tasa de
filtracion, que no supera el limite de los 5L/h (Figura 6, izq).

Choque salino sin el efecto del cadmio

El tiempo que tardaron los organismos en filtrar el agua hasta llegar a un punto visiblemente claro fue
menor en el control 36:36, mostrandose en la serie de tiempo una tasa de filtracién mas eficiente en
L/h (Linea negra, Figura 6, der); en este experimento, se observé un cambio en la pendiente entre la
primer y tercer hora de iniciado el experimento; punto en el cual, el agua se hace visiblemente mas
clara. La tasa de filtracion fue ligeramente mas baja cuando los organismos se sometieron los choques
salinos, de 36:27 y 36:18, permaneciendo constante en un intervalo de 5-9 L/h durante la mayor
parte del experimento. Ante los choques salinos, el agua se volvid transparente solo entre la cuarta 'y
quinta hora del experimento en ambos descensos, sugiriendo una respuesta mecanica por parte de
los organismos cuando son sometidos a estrés osmético (Figura 6).
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Figura 6. Tasas de filtracién de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 36 en experimentos de

choque salino y con cadmio.

No se observaron diferencias en las tasas de filtracion debidas al choque salino cuando las ostras
acondicionadas a 36 se sometieron a descensos en la salinidad a 27 y 18, sin el efecto del cadmio
(Heatculado = 1,615 < Heritica=5,992). De igual manera no se observaron diferencias en los descensos de
salinidad bajo la exposicion al cadmio (Hcaiculado = 0,766 < Heritica= 5,992). Sin embargo, mediante las
pruebas de signo se determind que existen diferencias entre los experimentos con y sin cadmio en el

descenso de 36:27 (Tabla 9).

Tabla 9. Contrastes entre las tasas de filtracién de los experimentos con salinidad de aclimatacion de
36, cuando son sometidos a descensos de salinidad a 27 y 18 con y sin cadmio, mediante pruebas de

signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 dlyna cola = 0,025.

Contrastes

Minimo calculado Vs.
Minimo critico

Interpretacion

Sin_Cd 36:27 / Con_Cd 36:27

Teritico =2 > Tcalculado=0

Rechazo Ho
Existen diferencias

Sin_Cd 36:18 / Con_Cd 36:18

Teritico =2 < Tcalculado= 13

Acepto Ho
No existen diferencias
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3.2.3 Efecto del choque salino en las tasas de filtracion con aclimatacion a 27

Choque salino sin el efecto del cadmio

Los organismos aclimatados a una salinidad de 27:27 (Linea negra, Figura 7, der) presentaron una tasa
de filtracién elevada, en la cual se observa un cambio en la pendiente entre la segunda y tercer hora
de transcurrido el experimento, punto en el cual, el agua comienza a hacerse visiblemente mas clara.
Este comportamiento es muy similar al observado en descenso 27:18. Esto se debe al intento de los
organismos para mantenerse isosméticos frente a un medio con una baja concentracidn de iones. Por
otra parte, el comportamiento ante el incremento de salinidad de 27:36, evidencid una reduccién en
la tasa de filtracién. Sin embargo, se observd que el agua se tornd transparente durante la primera y
segunda hora tanto en el experimento control como en los choques de descenso e incremento de
salinidad, indicando que las ostras continuan filtrando activamente aunque en menor cantidad, a
pesar del choque salino (Figura 7, der).

Choque salino con el efecto del cadmio

La tasa de filtraciéon disminuye considerablemente por la exposiciéon al cadmio, manteniéndose
siempre por debajo de los 6 L/h, por lo que durante la prueba, las ostras no alcanzaron a filtrar toda la
concentracién de tinta china, en ninguna de las salinidades.
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Figura 7. Tasas de filtracién de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 27 en experimentos de
choque salino sin y con cadmio.
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Los individuos aclimatados a una salinidad de 27 se sometieron a un descenso de salinidad a 18 y a un
incremento de salinidad a 36, en experimentos con y sin cadmio; en los cuales no existen diferencias
significativas debidas al choque salino (sin el efecto del cadmio K-W: Hcaiculado = 1,094 < Heritica=5,992;
bajo la exposicion al cadmio K-W: Heiculado = 1,838 < Heritica=5,992). No obstante, existen diferencias
entre los choques salinos en los experimentos con y sin cadmio, cuando se sometieron a descensos
de 27:18 y a incrementos de 27:36 (Tabla 10).

Tabla 10. Contrastes entre las tasas de filtracidn de los experimentos con salinidad de aclimatacién de
27, cuando son sometidos a descensos a 18 y a incrementos de salinidad a 36, con y sin cadmio,
mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 dluna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. L
Contrastes L. .. Interpretacion
Minimo critico

. - Rechazo Ho
Sin_Cd 27:18 / Con_Cd 27:18 | Tcritico = 1 >Tcalculado=0 . . .
Existen diferencias

Rechazo Ho

Sin_Cd 27:36 / Con_Cd 27:36 | Tcritico =1 > Tcalculado=0

Existen diferencias

3.2.4 Efecto del choque salino en las tasas de filtracion con aclimatacion a 18

Choque salino sin el efecto del cadmio

La tasa de filtracion permanece practicamente constante en un intervalo de 9-12 L/h en los
experimentos control de 18:18 (Linea negra, Figura 8, der) y desciende cuando la salinidad se
incrementa; las series de tiempo indican que ante los incrementos de salinidad la tasa de filtracién
desciende aproximadamente a un intervalo de 2-6 L/h, permaneciendo entre estos limites hasta por
lo menos las tres primeras horas del experimento, para luego incrementar alcanzando la
transparencia solo al final del experimento (Figura 8, der).

Choque salino con el efecto del cadmio

Bajo la exposicién al cadmio las ostras presentan una tasa de filtracion menor que las ostras
expuestas solo al choque salino, por lo que no logran filtrar toda la concentracidn de tinta china en las
5 horas de experimento permaneciendo por debajo del limite de los 5L/h de agua filtrada (Figura 8,

izq).
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Figura 8. Tasas de filtracidon de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 18 en experimentos de
choque salino sin y con cadmio.

No se determinaron diferencias significativas debidas al choque salino al incrementar la salinidad de
18:27 ni de 18:36, sin el efecto del cadmio (K-W: Hcalcuiado = 2,686 < Hitica=5,992) y bajo la exposicién
al cadmio (K-W: Hcaiculado = 1,071 < Heriica=5,992). Sin embargo, al contrastar los experimentos con y
sin cadmio se observaron diferencias al incrementar la salinidad de 18:36 y 18:27 (Tabla 11).

Tabla 11. Contrastes entre las tasas de filtracidn de los experimentos con salinidad de aclimatacion de
18, cuando son sometidos a incrementos de salinidad a 27 y 36 con y sin cadmio, mediante pruebas
de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 Qyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. ..
Contrastes .. . Interpretacion
Minimo critico

Rechazo Ho
Existen diferecias
Rechazo Ho
Existen diferecias

Sin_Cd 18:36 /Con_Cd 18:36| Tcritico =1 > Tcalculado =0

Sin_Cd 18:27 / Con_Cd 18:27| Tcritico =1 > Tcalculado =0
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3.3 Tasa de excrecion de amonio

3.3.1 Diferencias en la tasa de excrecion de amonio entre las salinidades de
aclimatacion de los experimentos control y efecto del cadmio

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

Los organismos aclimatados a una salinidad de 36:36 presentan una tasa de excrecion inferior a 40
pg/h con poca variacién en el tiempo, segun Chandran (2002) al encontrarse en un medio
idbnicamente concentrado deben generar una orina hipotdnica, con el fin de conservar su
concentracién idnica interna (Figura 9, der).

A una salinidad de aclimatacién de 27:27, el medio tiene una menor concentracion de iones, asi que
para mantener el estado isotdnico, los organismos excretan orina con una concentracion de iones
mas alta, lo cual se observa en la gréfica de las series de tiempo, en la cual se observd que la
excrecidn se incrementd en el tiempo, alcanzando al final del experimento una tasa de 140 pg/h (100
veces mayor que a la salinidad de aclimatacion de 36; por lo que las ostras se encontraban
osmorregulando (Figura 9, der)

Por otra parte, en la salinidad de aclimatacidon de 18:18, los organismos pierden la capacidad de
eliminar iones a través de la orina y entran a un estado osmoconforme, con tasas de excrecion
superiores a 40 pg/h e inferiores a los 60 pg/h, encontrandose posiblemente hipertdnicas respecto al
medio, debido al desequilibrio osmético que genera el ingreso de agua al interior de los organismos
(Figura 9, der).

Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

La tasa de excrecidon de amonio fue mas elevada en los organismos sometidos al efecto del cadmio en
las salinidades de aclimatacion de 36:36 y 18:18, respecto a los experimentos sin cadmio. En las series
de tiempo de estas dos salinidades, se observa que la tasa de excrecién tiende a disminuir en el
tiempo en las ostras expuestas al cadmio y a permanecer constante en los experimentos sin cadmio
(Figura 9).

Por otra parte, en los experimentos con y sin cadmio a una salinidad de aclimatacién de 27:27, los
organismos presentan una tasa de excrecion elevada desde el comienzo del experimento, que va en
incremento conforme avanza el tiempo. Asi, en los experimentos sin el efecto del cadmio, se presenta
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una tasa inicial de excrecién de amonio de 60 pg/h alcanzando 140 pg/h al final del tiempo de
experimentacion; mientras que los organismos expuestos al cadmio inicia con una tasa de excrecion
de cerca de 100 pg/h y se incrementa a 160 pg/h, indicando que también en este experimento la tasa
de excrecion es mayor en el medio sometido al efecto del contaminante (Figura 9).
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Figura 9. Tasa de excrecién de amonio de Isognomon alatus en los grupos control sin cadmio y los
experimentos con cadmio.

Se determinaron diferencias en las tasas de excrecién de amonio entre las tres salinidades de
aclimatacidn, respecto a la salinidad de aclimatacién sin el efecto del cadmio (K-W: Hcaiculado = 17,829
> Hcritica (g1 2; « 0,05 = 5,992) y con cadmio (K-W: Hcaiculado = 12,038 > Heritica= 5,992), las pruebas pareadas
de Wilcoxon indican que las diferencias se encuentran entre las salinidades de aclimatacion de 36:36
y 27:27 (Tabla 12). Cuando se contrastaron los efectos con y sin cadmio, mediante la prueba de
signos de Wilcoxon, se encontré que la tasa de excrecién de amonio es diferente en los organismos
expuestos al cadmio en las tres salinidades de aclimatacion (Tabla 13).
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Tabla 12. Contrastes pareados de Wilcoxon para muestras independientes de la tasa de excrecion de
amonio entre los grupos control sometidos a tres salinidades de aclimatacion: 36, 27 y 18, sin el
efecto del Cadmio. Valores criticos ny/n1: 7/7; a 0,05.

Minimo calculado Vs. Maximo calculado Vs. ..
Contrastes .. L. L. L. Interpretacion
Minimo critico Maximo critico
A A Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 27:27 Tlow =37>TA =28 Tupper=68<TB=77 . . .
Existen diferecias
Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 18:18 Tlow =37>TA =28 Tupper=68<TB =77 . Z .
Existen diferecias
. . Rechazo Ho
Sin_Cd 27:27 / Sin_Cd 18:18 Tlow =37>TA =28 Tupper=68<TB=77 . . .
Existen diferecias
Acepto Ho
Con_Cd 36:36 / Con_Cd 27:27, Tlow =37<TA=41 Tupper=68>TB =64 . P . .
No existen diferencias
Rechazo Ho
Con_Cd 36:36 / Con_Cd 18:18 Tlow =37>TA =32 Tupper=68<TB =73 . ¢ a.z .
Existen diferecias
Rechazo Ho
Con_Cd 27:27 / Con_Cd 18:18 Tlow =37>TA =29 Tupper =68 <TB =79 . . .
Existen diferecias

Tabla 13. Contrastes entre las tasas de excrecién de amonio de los controles con y sin cadmio,
mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 dyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. .
Contrastes L. L. Interpretacion
Minimo critico

. - Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Con_Cd 36:36 | Tcritico =2 >Tcalculado=0 . ] .
Existen diferencias
. . Rechazo Ho
Sin_Cd 27:27 / Con_Cd 27:27 | Tcritico =2 >Tcalculado=0 . ] .
Existen diferencias
Rechazo Ho

Sin_Cd 18:18/ Con_Cd 18:18 | Tcritico =2 < Tcalculado=0 . . .
Existen diferencias

3.3.2 Efecto del choque salino en la tasa de excrecion de amonio con
aclimatacion a 36

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

En los descensos a partir de la salinidad de aclimatacién de 36 a salinidades de 27 y 18, se observo
una concentracion de amonio mas baja que en el control 36:36 (linea negra); en los choques salinos,
la tasa de excrecion de amonio permanece cercana a los 10 pg/h, con una tasa de cambio que
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permanecié estable en ese rango durante el experimento; lo cual, indica que frente al choque salino,
los organismos no eliminan iones de forma significativa a través de la orina. (Figura 10)

Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

Las ostras expuestas a los choques salinos, presentaron una estabilidad en la concentracién de
amonio en el tiempo, no obstante, bajo la exposiciéon al cadmio las tasas de excrecién aumentaron
considerablemente (Figura 10).
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Figura 10. Tasa de excrecién de amonio de los grupos aclimatados a 36 en experimentos con choque
salino sin y con cadmio.

Se determinaron diferencias significativas en las tasa de excrecion de amonio debidas al choque
salino, en los experimentos sin cadmio cuando la concentracion salina desciende (K- W: Hcaiculado =
11,823 > Heritica (g1 2; a 0,05) = 5,992). Segun las pruebas pareadas, las diferencias se presentaron entre el
control 36:36 y los descensos de salinidad de 36:18 y 36:27; sin embargo, no se observaron
diferencias en la tasa de consumo entre estos dos descensos de salinidad (Tabla 14). Para los
experimentos con cadmio, se determind que no existen diferencias en las tasa de excrecién de
amonio (Hcaiculado = 2,956 < Hcritica (g1 2; « 0,05) = 5,992). Mediante las pruebas de signo, se determiné que
existen diferencias entre las respuestas con y sin efecto del cadmio en los descensos de 36:27 y 36:18
(Tabla 15).
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Tabla 14. Contrastes pareados de Wilcoxon para muestras independientes, entre la tasa de excrecién
de amonio durante el experimento control de 36 vy los grupos sometidos a choques salinos de
descenso de 27y 18 sin el efecto del Cadmio. Valores criticos na/ni: 7/7; a 0,05.

Minimo calculado Vs. Maximo calculado Vs. ..
Contrastes L. .. L. L. Interpretacion
Minimo critico Maximo critico
A A Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 36:27 Tlow =37>TA =28 Tupper=68<TB =77 . . .
Existen diferecias
Rechazo Ho
Sin_Cd 36:36 / Sin_Cd 36:18 Tlow =37>TA=31 Tupper=68<TB=74 . . .
Existen diferecias
Acepto Ho
Sin_Cd 36:27/Sin_Cd36:18|  Tlow =37<TA=51 Tupper =68>TB =54 neepto ,
NO Existen diferencias

Tabla 15. Contrastes entre las tasas de excrecion de amonio de los experimentos con salinidad de
aclimatacidn de 36, cuando son sometidos a descensos a 27 y 18 con y sin cadmio, mediante pruebas
de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 Qyna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. ..
Contrastes L. L. Interpretacion
Minimo critico

. L Rechazo Ho

Sin_Cd 36:27 / Con_Cd 36:27 | Tcritico =2 >Tcalculado=0 . . .

Existen diferencias
Rechazo Ho

Existen diferencias

Sin_Cd 36:18 / Con_Cd 36:18 | Tcritico =2 >Tcalculado=0

3.3.3 Efecto del choque salino en la tasa de excrecion de amonio con
aclimatacion a 27

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

Durante el descenso de salinidad de 27:18, las ostras permanecieron con una tasa de excrecion de
amonio baja durante la primera hora del experimento, en la que posiblemente las valvas
permanecieron cerradas, lo cual concuerda con las otras mediciones en la tasa de filtracion y
respiracion, debido al cambio de salinidad. A partir de la segunda hora del experimento, la tasa de
excrecion comenz6 a incrementar, hasta alcanzar una tasa maxima de 60ug/h, la cual, es inferior a la
del control 27:27 (linea negra), pero indica que las ostras estan osmorregulando (Figura 11, der). El
incremento de salinidad de 27:36 presentd una tasa de excreciéon de amonio similar al control,
estabilizdndose a partir de la primera hora del experimento en un intervalo de 100 — 140 pg/h.
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Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

La serie de tiempo del descenso de 27:18 con efecto del cadmio, muestra que los organismos tienen
la capacidad de osmorregular para mantener el equilibrio idnico; las tasas de excrecion de amonio
presentaron un comportamiento similar al observado en el experimento sin cadmio (Figura 11, der),
pero la tasa promedio del tratamiento con Cd, fue ligeramente mas elevada, alcanzando al final del
experimento los 100 ug/h (Figura 11 izq). Esa tasa no obstante, es mucho menor que la observada en
la salinidad de aclimatacidon con cadmio (Linea punteada, Figura 11, izq), demostrando un efecto
conjunto entre la salinidad y el contaminante.

La tasa de excrecion ante el incremento de salinidad de 27:36 presentd una concentracion y
tendencia en el tiempo muy similar a la observada en la salinidad de aclimatacién 27:27 con cadmio
(Linea punteada) (Figura 11, izq); asimismo, al comparar el incremento de salinidad de 27:36, en los
experimentos con y sin cadmio, se observa la misma tendencia en la serie de tiempo, solo que ante
el efecto del cadmio la tasa de consumo es ligeramente mas alta alcanzando un valor maximo de 160

ug/h.
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Figura 11. Tasa de excrecién de amonio en el tiempo de Isognomon alatus en los grupos aclimatados
a 27 en experimentos de choque salino sin y con cadmio.

No se observaron diferencias entre la tasas de excrecién de amonio, debidas al efecto del choque
salino, ni en los experimentos sin cadmio (K- W: Hcacuiado = 1,815 < Heritica (g1 2; a 0,05 = 5,992) ni con
cadmio (K- W: Hcaiculado = 0,467 <Hcritica (g1 2; a 0,05) = 5,992). Las pruebas de signo entre los experimentos
con y sin cadmio no indican diferencias entre los experimentos (Tabla 16).
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Tabla 16. Contrastes entre las tasas de excrecién de amonio de los experimentos con salinidad de
aclimatacion de 27, cuando son sometidos a descensos de salinidad a 18 e incrementos de salinidad a
36, con y sin cadmio, mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 Qluna
cola = 0,025

Minimo calculado Vs. .
Contrastes L. L. Interpretacion
Minimo critico

Acepto Ho

No existen diferencias
Acepto Ho

No existen diferencias

Sin_Cd 27:18 / Con_Cd 27:18 | Tcritico =2 =Tcalculado=2

Sin_Cd 27:36 / Con_Cd 27:36 | Tcritico =2 < Tcalculado=12

3.3.4 Efecto del choque salino en la tasa de excrecion de amonio con
aclimatacion a 18

Salinidades de aclimatacion sin el efecto del cadmio

Los organismos aclimatados a una salinidad de 18:18 permanecieron con tasas de excrecidon de
amonio bajas, lo cual, posiblemente indica que en lugar de osmorregular, eliminando activamente
iones a través de la orina, permanecen en un estado osmoconforme e isoténico respecto al medio.
Cuando se llevan a condiciones estables de salinidad (en este caso concentraciones elevadas como
18:27 y 18:36), al parecer comienzan a eliminar iones activamente evidenciando una tendencia de
incrementar en el tiempo (Figura 12).

Es posible que las ostras aclimatadas a bajas salinidades, dificilmente puedan retornar a una
condicidn estable teniendo en cuenta que se observa un incremento elevado en la tasa de excrecidn
de amonio, al mismo tiempo que los organismos se someten a un medio con una concentracion
idnica elevada; lo cual podria desencadenar en una deshidratacion. Asimismo, las series de tiempo en
las tasas de consumo de oxigeno vy filtracidn, en los incrementos de 18:27 y 18:36, presentaron un
comportamiento fluctuante y erratico, en el que se observan multiples picos, pero no se logra
establecer una tendencia, lo cual, es una sefial clara de que los organismos posiblemente no logran
estabilizarse. Esto puede ocurrir debido a que muchos cambios fisiolégicos pueden generar
modificaciones no reversibles a nivel estructural como el endurecimiento de las branquias o la
pérdida de irrigacidon sanguinea debida a un proceso de apoptosis vascular (Chandran, 2002).

Salinidades de aclimatacion con el efecto del cadmio

El comportamiento frente al incremento de la salinidad en presencia del cadmio fue similar a lo
observado en los experimentos sin cadmio, tanto para la salinidad de 18:27 como para la de 18:36.
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No obstante, las tasas de excrecion con el efecto del cadmio, parecen continuar incrementando
durante el experimento, mientras que en los experimentos sin cadmio se observd que la tasa de
excrecion se estabilizé después de trascurridas las primeras dos horas del experimento (Figura 12).

SIN CADMIO CON CADMIO

-
b O
e_9

18:27 A

18:27e
120+

100+

60+ 18:36@

404 Sin choque 18:18
Control 18:18

Excrecion de amonio (ug/h)

t1i t2 t3 t4 5 t6 t7 ti t2 3 @ 5 t6 7

Figura 12. Tasas de excrecion de amonio de Isognomon alatus en los grupos aclimatados a 18 en
experimentos con choques salinos sin y con cadmio.

No hay diferencias en las tasas de excrecién de amonio, en las pruebas sin cadmio (Hcaiculado = 3,171
<Hcritica (g1 2; 0 0,05) = 5,992) ni con cadmio Y (Hcalculado = 1,21015 <Hcritica (g1 2; « 0,05) = 5,992). Se determinaron
diferencias bajo el efecto con y sin cadmio, en los incrementos segun la prueba de signo de Wilcoxon
(Tabla 17).

Tabla 17. Contrastes entre las tasas de excrecién de amonio de los experimentos con salinidad de
aclimatacidén de 18, cuando son sometidos a incrementos de salinidad, de 27 y 36 cony sin cadmio,
mediante pruebas de signo de Wilcoxon para muestras dependientes. n = 7 0yna cola = 0,025.

Minimo calculado Vs. ..
Contrastes L. L. Interpretacion
Minimo critico

Rechazo Ho
Existen diferencias
Rechazo Ho

Sin_Cd 18:36 / Con_Cd 18:36 | Tcritico =2 > Tcalculado=0

Sin_Cd 18:27 / Con_Cd 18:27 | Tcritico =2 > Tcalculado=0

Existen diferencias

46



4. DISCUSION

Efectos sobre el consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno de /. alatus en una aclimatacién a salinidades de 36 y 27 es alto, por lo
contrario a una salinidad de 18 el consumo es bajo. Esto ocurre debido a una adaptacion intracelular
que poseen los bivalvos y que les permite responder como organismos osmoconformes con tasas de
consumo de oxigeno menores. Por lo tanto, la ostra I. alatus se puede clasificar como una especie
oxiconforme, ya que puede mantener relativamente constante la asimilaciéon de O, sin importar los
cambios de salinidad o la exposicion a contaminantes como el cadmio en el ambiente. El
sostenimiento de la toma de O, permite a los organismos mantener la actividad metabdlica para
compensar otros cambios ambientales como las fluctuaciones en la salinidad. Por otro lado la tasa de
consumo de oxigeno de un animal estd influenciada por un nimero de factores intrinsecos y
extrinsecos, como el tamafio, la alimentacion, las condiciones ambientales, el estado fisiolégico del
animal, salinidad u otros tipos de estrés ambiental. La estimacion de la tasa del consumo de oxigeno
es una herramienta util para evaluar el gasto de energia para la adaptacién a las alteraciones
ambientales (Thompson y Bayne, 1972; Swanson, 1998).

Al observar la respuesta metabdlica al choque salino, cuando hay un descenso de la salinidad de 36 a
27, la tasa de consumo de oxigeno se estabiliza, similar a la salinidad a las que estuvieron
acondicionadas las ostras, aungque con una tasa de consumo de O, mayor. Al contrario cuando se pasa
de una salinidad de 36 a una de 18, el consumo de O, es menor y no logra estabilizarse, indicando que
a medida que existen descensos de la salinidad del medio, el proceso de adaptacién a estas
condiciones ocurre lentamente. Cuando /. alatus se encuentra acondicionado a una salinidad de 27 la
tasa de consumo de oxigeno se incrementa, independiente de si el choque salino es un incremento
(36) o un descenso en la salinidad (18). Los organismos aclimatados a salinidades intermedias
intentan osmoregular cuando se encuentran sometidos a un cambio repentino en la concentracidn
salina, el proceso de regulacion si bien comienza siendo mecdanico, mediante el cierre de las valvas,
gradualmente comienza a ocurrir a nivel intracelular. Cuando las ostras son acondicionadas en un
medio diluido, se mantienen en un estado osmoconforme, pero al ser sometidas a un choque salino
repentino, los organismos intentan incrementar el consumo de oxigeno, por lo que es posible
observar multiples picos; sin embargo no logran estabilizar su tasa de consumo porque esto implica
un gasto energético elevado. Bajo la exposicién al cadmio y en salinidades de 36 y 27, el consumo de
oxigeno se redujo a cerca de 0 mL O/h al iniciar las pruebas, luego se estabilizo en tasas de consumo
muy bajas. En salinidades inferiores existe un efecto sinérgico entre el choque salino a 18 y la
exposicién al cadmio.

Es bien conocida la capacidad de los bivalvos para sobrevivir en la zona intermareal, la cual estd
sometida a frecuentes periodos de desecacion, cambios de salinidad, temperatura y fuertes cargas de
sedimentos. Cuando uno de estos factores se vuelve intolerable, los bivalvos lo sobrellevan cerrando
sus valvas y modificando su proceso respiratorio hacia la via anaerdbica, lo que resulta en un
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incremento del acido lactico en la hemolinfa y la modificaciéon de la acidez del liquido intervalvar
(Galtsoff, 1964). Se ha demostrado un proceso fisioldgico similar frente al exceso de cobre
determinado mediante la disminucién en la tasa de captacién de oxigeno y la reduccidn en las tasas
de filtracidon por Lewis (1990), las cuales se asocian a una menor actividad ciliar en respuesta al
incremento en los niveles de contaminantes (Almeida et al., 2003). Lo anterior también es apoyado
por Mohan (1986), que determind que el consumo de oxigeno en Perna viridis desciende cuando se
encuentran expuestas a concentraciones de 0,04 y 0,05 ppm de cadmio y mercurio. Los moluscos
bivalvos pueden entrar a un estado de anaerobiosis bajo condiciones desfavorables; Salanki (1965,
1968) observd que los bivalvos cierran sus valvas fuertemente y dejan de filtrar bajo condiciones de
estrés resultando en una disminucién de la toma de oxigeno.

Por cambios en salinidad y por el alto costo en el consumo energético para osmoregular, la energia,
que es almacenada o utilizada para otras necesidades fisioldgicas, como la reproduccién y el
crecimiento, es desviada para soportar el estrés salino, producto de las diferentes salinidades o
concentraciones osmaticas, razén por la cual el organismo cierra la valvas, disminuyendo la tasa de
ingestiéon de alimento para tolerar el estrés salino. En consecuencia, la tasa de consumo de O
disminuye y por ende su tasa de filtracion. Los moluscos que habitan en estuarios, como el caso de la
almeja Polymesoda solida, se encuentran expuestos a cambios de salinidad por periodos variables de
tiempo, durante estos lapsos, los organismos estdn sujetos a condiciones extremas no favorables que
generan en ellos un importante factor de estrés, disminuyendo su metabolismo, su actividad de
filtracidn y por ende su crecimiento. Los animales invierten mucha energia para tolerar los cambios
de salinidad y por estar sometidos a estos cambios de salinidad, los organismos requieren y necesitan
hacer ajustes fisiologicos que les permitan vivir bajo estas condiciones (Morillo y Belandria, 2006).

Uno de los mecanismos mas importantes de /. alatus es el comportamiento de cierre de sus valvas
cuando se presentan choques salinos bruscos, sea con un descenso o un incremento de la salinidad
del medio. Segun Chandran (2002) los bivalvos tienden a aislar su cuerpo por los cambios repentinos
en el medio ambiente y observa que la isotonicidad entre el fluido perivisceral y el medio, no se
alcanza inmediatamente después de un cambio de la salinidad del medio ambiente. El fluido
perivisceral en las especies eurihalinas oferta un entorno ambiental claramente diferente del entorno
inmediato para las partes blandas del cuerpo ante un cambio de la salinidad. El cierre de las valvas es
uno de los mecanismos que adoptan para mantener los desequilibrios con el medio ambiente
exterior. El mecanismo de cierre de las valvas puede ayudar a un individuo determinado a resistir, al
menos temporalmente, un cambio drdstico en la concentracién del medio externo. /. alatus como
otros bivalvos tienen un comportamiento osmoconforme, ya que cambia su condicién interna con el
cambio del medio externo y son capaces de escapar a los cambios transitorios de la salinidad por
medio de respuestas en su comportamiento. El cierre de las valvas es una respuesta inmediata y
ayuda al animal a simplificar el mecanismo fisioldgico para el medio ambiente alterado; por lo tanto
los estudios sobre el efecto de los cambios en la salinidad sobre los mecanismos fisioldgicos de
bivalvos deben ir acompafnados de estudios sobre las respuestas de su comportamiento (Akberali y
Trueman, 1985).
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Algo muy similar sucede en el mantenimiento en la toma de oxigeno de los crusticeos; esta
relacionada con el incremento de la tasa de ventilacion y el porcentaje de utilizaciéon del O; en la
camara branquial. Los ajustes son efectivos hasta que el incremento del costo energético de
ventilacién de las branquias es superado por los beneficios derivados de la producciéon energética
ampliada. El porcentaje de utilizacion de oxigeno en la cdmara branquial se debe al incremento en la
presidn sanguinea que permite una mayor transferencia de O, (Hochachtoka, 1980; Kennedy, 1982).

Efecto sobre la tasa de filtracion

La tasa de filtracion de I. alatus Figura 5, es mads eficiente conforme la concentracién de la salinidad
disminuye, asemejandose a las condiciones estuarinas, como ocurre en la dilucion 3:1 que
corresponde a una salinidad de 27; contrario a esto, en los experimentos en los que los individuos se
encontraban influenciados por las concentraciones de mayor o menor salinidad 1:0 (36) y 1:1 (18), la
tasa de filtracién fue mucho menor, siendo mas notable cuando los organismos se encontraban
aclimatados a salinidades diluidas previamente y se sometieron a una salinidad mayor. No obstante
en la mayoria de los tratamientos la tendencia de las tasa de filtracidon fue a aumentar, indicando que
a pesar de la preferencia que presentan los bivalvos a ser osmoconformes, se observa que existe una
capacidad pequefia de regulacién que permite conservar las condiciones osméticas del medio
interno, lo cual, se debe a que los invertebrados también pueden desarrollar estrategias que les
permiten ampliar sus limites de tolerancia (Hill et al., 2004).

En el experimento bajo la exposicién al cadmio, I. alatus presentd una tasa de filtracién mucho menor
gue en el experimento sin cadmio, las ostras no lograron filtrar toda la cantidad del grafito utilizado
(tinta china), aunque su tendencia es de seguir incrementado la tasa a medida que pasa el tiempo.
Cuando presenta un descenso de la salinidad en el medio, se determina que existen diferencias en el
descenso de 36 a 27 debido al efecto del metal, no obstante, cuando el descenso es 36 a 18, no se
presentan diferencias. Las ostras no filtraron todas las particulas de grafito durante las 5 h del
experimento en ninguno de los descensos. No obstante, el efecto del cadmio es menos evidente en
los experimentos de descenso a 18, debido a que la respuesta ante este choque salino, es tal, que
genera un descenso importante en la tasa de filtracion aun sin el efecto del cadmio.

Muchas especies de bivalvos son usadas como biomonitores, ya que denotan generalmente el grado
del cambio ecoldgico con una respuesta en el comportamiento fisioldgico o bioquimico, reflejados en
alteraciones en la curva de crecimiento, las tasas metabdlicas y el grado de latencia lisosomal;
ademads de una alta capacidad resilente que les permite sobrevivir en ecosistemas alterados, en las
cuales posiblemente, otras especies estenohalinas no logran sobrevivir y esto lo hacen desarrollando
una capacidad osmoreguladora pequefia. Al cerrar las valvas por algun factor estresante del medio,
los bivalvos modifican su proceso respiratorio con un incremento del lactato en la hemolinfa y
modificando la acidez del liquido intervalvar (Baqueiro-Cardenas et al., 2007), lo cual, ocurrid
posiblemente en los experimentos en los que los organismos se encontraban aclimatados a las
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salinidades de 27 y 18, y que fueron sometidos a una salinidad de 36, causando el descenso en la tasa
de filtracion.

Los organismos que habitan en los estuarios como /. alatus estan capacitados, a través de procesos de
seleccion natural, para resistir las fluctuaciones caracteristicas de la salinidad y la temperatura. Estas
variaciones van a incidir notoriamente en la tasa de consumo de oxigeno por parte de los organismos.
La salinidad es uno de los factores principales que controla el consumo de oxigeno, afectando la tasa
de filtracidon. En larvas de Palaemonetes pugio la respuesta respiratoria a cambios de salinidad sigue
un patrén de respuesta para especies eurihalinas, con un cambio en la tasa a salinidades, tanto supra
como subnormales (Mckenney y Neff, 1981). Se ha demostrado un proceso fisioldgico similar en el
mejillén cebra Dreissena polymorpha con la disminucidon en la tasa de captacion y consumo de
oxigeno y reduccién en las tasas de filtracién por exceso de cobre en el ambiente (Lewis, 1990). La
tasa de filtracién esta asociada con una actividad ciliar menor en respuesta al incremento en los
niveles de contaminantes (Almeida et al., 2003).

Reddy y Menon (1979) mencionan que existen otros mecanismos de regulacién externa como lo son
el cierre de las valvas, la reduccién de la actividad ciliar y disminucién de los niveles irrigacion de la
branquias que pueden utilizar los bivalvos como I. alatus, lo cual, parece ser mds acorde con lo
observado en estos experimentos, en los que la actividad reguladora fue menor en las mayores
concentraciones de salinidad. Esta reduccion en la actividad ciliar puede ser causada por el
endurecimiento de las estructuras filtradoras, debido a que los individuos han sido sometidos a
condiciones extremas, en este caso los cambios repentinos de la salinidad, se encuentran ejerciendo
un efecto constante sobre las poblaciones (Baqueiro et al., 2007); lo cual, coincide con lo ocurrido en
este trabajo, ya que las ostras fueron aclimatadas a diferentes salinidades y a una constante
exposicién a salinidades altas (en este caso 36) ha hecho que los cambios sean irreversibles y es lo
que causa la mayor parte de variaciones. Esta exposicién constante a condiciones de estrés se puede
desarrollar mediante tres mecanismos: tolerancia, aclimatacidon y adaptacion, que con el tiempo
pueden generar que los individuos de una poblacién presenten primero una transformacién de
informacidn citoplasmaticamente y luego resistencia genética por medio de seleccién natural (Klerks
y Weis, 1987). Esta condicién no obstante puede representarle ventajas a las poblaciones naturales;
una de ellas puede ser que estos organismos comiencen a ganar una mayor talla al desarrollar tasas
metabdlicas mas lentas; Roman et al., (1999) por ejemplo, aseguran que la disminucién de la
salinidad posee mayor influencia negativa en el crecimiento de Aequipecten opercularis, es probable
qgue en concentraciones de salinidad diluidas, las altas tasas metabdlicas y el elevado consumo de
oxigeno y capacidad filtradora, sean una respuesta fisiolégica a un mayor gasto de energia, el cual es
usado para mantener el equilibrio interno, por lo que encontrarse sometido a una actividad constante
de este tipo podria acarrear a una menor tasa reproductiva y menores tallas. (Lodeiros et al., 2001).
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Efecto sobre la excrecion de amonio

Como se puede observar en la Figura 10, al ocurrir un descenso a partir de una salinidad de
aclimatacidn de 36 a salinidades de 27 y 18, la tasa de excrecidon de amonio en . alatus es mucho
mas baja que la del control, ésta es cercana a los 10 pg/h lo que indica que las ostras frente al choque
salino, no eliminan iones de forma significativa a través de las pseudoheces y la orina, lo cual sélo
puede existir si el animal posee diversos mecanismos que le permitan hacer frente al estrés osmético.
Esta respuesta en los moluscos es atribuida principalmente a la capacidad de los animales para
regular su presion osmética celular con respecto a cambios en la osmolaridad de la sangre. Segun
Florkin (1962), la regulacién osmdtica es de dos tipos, 1) regulacién liquido extracelular isosmatico,
que es la regulaciéon de la presidn osmética de la sangre y la 2) es la regulacidn intracelular isosmética,
que es la regulacién de la presidon osmodtica de la célula. Estas dos son los principales medios
fisiolégicos de adaptacion a la salinidad fluctuante (Matsushima et al., 1987).

Las ostras acondicionadas a una salinidad de 18, permanecieron con una tasa de excrecién de amonio
baja, indicando que eliminan activamente iones a través de pseudoheces y la orina, permaneciendo
en un estado osmoconforme e isotdnico respecto al medio, lo que podria causar rapidamente que el
agua traspase las paredes del cuerpo de los organismos, por lo que es evidente que las ostras
acondicionadas a bajas salinidades, dificilmente retornan a una condicidon estable luego de
permanecer por mucho tiempo sometidas a baja salinidad. Esto se observé tanto en los incrementos
a 27 como a 36. El cierre prolongado de las valvas puede resultar disparando la osmolaridad de los
tejidos, desencadenando la anaerobiosis y acumulacidn de productos de desecho en el interior, de ahi
que el cierre de las valvas no es una solucidn permanente para escapar de los cambios de salinidad.
Existen experimentos en los que las concentraciones idnicas de fluido de la cavidad del manto y en la
hemolinfa, revelan que los animales vuelven de un periodo alterado a un equilibrio después de un
periodo de latencia; en este periodo los organismos evocan a su magquinaria fisioldgica en el cual
realizan ajustes celulares y de resistencia para alcanzar un nuevo estado de equilibrio (Chandran,
2002).

Cuando [. alatus esta acondicionado a una salinidad de 36 presenta poca variacion en la tasa de
excrecion en el tiempo, ya que al encontrarse en un medio con mayor concentracion de iones deben
generar una excrecién hipotonica, con el fin de conservar su concentraciéon idnica interna, y
permanecen, a partir de los primeros 30 min en una tasa de excrecion inferior a 40 ug/h. A una
salinidad de 27, el medio tiene una menor concentracién de iones, asi que para mantener el estado
isoténico, los organismos aumentan la cantidad de orina excretada, pero mas diluida con una
concentracion de iones mas alta (140 ug/h, 100 veces mayor que a la salinidad de aclimatacion de
36). Este aumento se debe al metabolismo de las proteinas como fuente de energia para
contrarrestar la demanda por la adaptacidn; por lo que las ostras empezaron a osmorregular. En la
salinidad de 18, pierden la capacidad de eliminar iones a través de la orina y entran a un estado
osmoconforme, con tasas de excrecion superiores a 40 pg/h e inferiores a los 60 pg/h, encontrandose
en un estado hipertdnico respecto al medio, debido al desequilibrio osmético que genera el ingreso
de agua al interior de los organismos. Estos resultados son apoyados por lo registrado por Navarro y
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Gonzalez, (1998), que al estudiar el efecto de la salinidad sobre la excrecidn de amonio en Argopecten
purpuratus, determinaron que esta especie aumenta su tasa de excrecién de amonio frente a una
disminucién de la salinidad desde un 30% a un 24%, demostrando su capacidad para regular el
volumen mediante el rompimiento y utilizaciéon de los aminoacidos como reguladores isosmaticos
intracelulares a medida que la salinidad disminuye. Los resultados del presente estudio también se
ven apoyados por lo reportado por Livingstone et al., (1979), que registraron un aumento de la tasa
de excrecion de amonio en el bivalvo Mytilus edulis asociado con el aumento de la concentracién de
aminodcidos en la hemolinfa a medida que disminuia la salinidad.

En los experimentos con cadmio, se determind que las ostras presentan el mismo comportamiento
qgue el experimento sin cadmio en las diferentes salinidades, pero las tasas de excrecién de amonio
son mucho mayores, Las ostras expuestas a los choques salinos, presentaron una estabilidad en las
tasas de excreciéon de amonio en el tiempo, no obstante, bajo la exposicién al cadmio las tasas
aumentan, debido a que aumenta el estrés y hay un aumento de tensores en el medio. El descenso a
18 con efecto del cadmio, muestra que los organismos tienen la capacidad de osmorregular para
mantener el equilibrio idnico. Las tasas de excrecién de amonio presentaron un comportamiento
similar al observado en el experimento sin cadmio, pero la tasa promedio fue ligeramente mas
elevada, alcanzando al final del experimento los 120 pg/h. La tasa de excrecidn ante el incremento de
salinidad a 36 permanecid similar a las tasas de la salinidad de aclimatacién.

Chandran (2002), sefiala que todas las especies eurihalinas de bivalvos, en este caso I. alatus
conservan un entorno ambiental en la cavidad del manto durante algin tiempo cuando la fluctuacion
de la salinidad en el medio ambiente es mayor que el limite de tolerancia. Cuando el animal se ve
obligado a vivir en la zona de resistencia, la velocidad con la que regresa al nuevo equilibrio después
de la exposicidn es un indicativo de la perfeccidn de la adaptacion. Como se menciond, el cierre de la
valva no es una solucién permanente para escapar de las alteraciones en el medio ambiente. Ademas
imparte un conflicto entre la osmolaridad de la sangre y la anoxia. En Villorita cyprinoides var.
cochinensis la concentracidn idnica de la hemolinfa también se incrementa de acuerdo con el
aumento del contenido idnico del fluido de la cavidad del manto. La hemolinfa es hipoidnica respecto
al fluido de la cavidad del manto a una baja salinidad. En salinidades elevadas la hemolinfa es mas o
menos isoidnica respecto al fluido de la cavidad del manto. Lo cual, refleja la ausencia de regulacion
extracelular anisosmdtica en salinidades elevadas. De esto puede deducirse que el mecanismo de
cierre de las valvas es de ayuda para el animal ante cambios trascendentes de salinidad. Al mismo
tiempo, un retraso en la disminucion del tiempo para alcanzar la homogeneidad ayuda a estos
organismos estuarinos a prosperar mejor en un ambiente donde se experimentan cambios diurnos de
salinidad.

Las variaciones en la salinidad del agua del mar pueden generar cambios en la presién osmética; los

cambios de osmolaridad son el efecto mas importante para los organismos que viven en ambientes

en los cuales existe variacién en la salinidad. La capacidad de regulacidn iénica y osmética, por lo

menos a nivel celular, es esencial para la invasion a los ambientes acuaticos con un entorno quimico

diferente. Los animales mas primitivos como los moluscos, poseen pocos mecanismos de regulacion

idnica extracelular. Cuando existen cambios bruscos en la salinidad hay solo una distincién marginal
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entre osmoreguladores y osmoconformes, ya que los organismos eurihalinos para su regulacion
osmotica incluyen alguno o todos los siguientes mecanismos: 1) La regulacion de volumen y la
flexibilidad en la tasa de la produccion de orina, 2) la regulacién de los niveles de aminodacidos y de
iones organicos para mantener el volumen celular dentro de un limite estrecho y 3) mantenimiento
de los fluidos hiperténicos al medio diluido por medio de transporte activo de iones orgdnicos hacia el
animal para reemplazar los iones perdidos por difusién a través de la superficie corporal y por la
orina. Produccidn de una orina hipotdnica a los fluidos del cuerpo. Reduccién de la permeabilidad
superficial al agua y a las sales. En el transcurso de la evolucidn estos organismos han desarrollado y
refinado su sistema de excrecidn para combatir esos problemas osmaticos (Chandran, 2002).

Como se pudo observar en este trabajo, el cadmio tiene un gran efecto sobre las respuestas
fisioldgicas de [I. alatus, ya que reduce casi en su totalidad la capacidad de filtrar el material
suspendido en la columna de agua y su captacidon de O,; ademas de aumentar considerablemente la
tasa de excrecién de amonio. Esto nos indica que puede existir un efecto sinérgico del choque salinoy
la presencia de cadmio, aunque como se menciondé anteriormente, el choque salino fue mas
evidente. La contaminacion del medio ambiente por metales pesados en este caso el cadmio, es un
problema serio reconocido en el dmbito mundial, probablemente el elemento mds biotéxico y
considerado uno de los contaminantes mas importantes por los efectos que produce sobre la biota
marina (Sadiq, 1992). Aunque biolégicamente los moluscos poseen mecanismos de detoxificacion de
metales (Phillips, 1995), en este caso el cadmio pudo afectar los componentes celulares de I. alatus 'y
asi disminuir el metabolismo mitocondrial, provocando un efecto de desequilibrio en el balance
energético de estos organismos marinos (Sokolova et al., 2005), resultando en una disminucion
generalizada del metabolismo celular (Ciocan y Rotchell, 2004).
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CONCLUSIONES

» Se determind que existen efectos sinérgicos entre los choques salinos y la exposicion al
cadmio sobre las respuestas fisioldgicas de Isognomon alatus.

» | alatus responde mecanicanicamente por el cierre de las valvas vy fisioldgicamente puede
entrar en procesos de anaerobiosis bajo la exposicidn al cadmio.

> La tasa de excrecion en /. alatus aumenta bajo exposicidn de metales pesados en este caso el
cadmio.

RECOMENDACIONES

» Es importante profundizar el conocimiento del efecto de los factores ambientales sobre los
procesos fisioldgicos e incrementar este tipo de investigaciones para poder comprender los
mecanismos adaptativos que permiten a los organismos sobrevivir, crecer y reproducirse
ante las variaciones ambientales.

> En relacién con el impacto ambiental y social generado por las altas concentraciones de
cadmio en ostras, los resultados de esta investigacidon permiten presentar recomendaciones a
las autoridades competentes y a la academia, para continuar con las determinaciones de éste
y otros metales en organismos, agua, sedimentos y efluentes de industrias, y asi determinar
el aporte de estos a la contaminacion del cuerpo de agua.
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