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RESUMEN. Diversos estudios muestran el efecto de la temperatura en la bioacumulacién de contaminantes en molus-
cos bivalvos, pero la influencia de esté factor en la bioacumulacién de hidrocarburos (HC) en Crassostrea virginica no
se ha reportado. En este trabajo se estudi6 el efecto de la temperatura sobre la acumulacién de HC en C. virginica en
condiciones controladas, la tasa de sobrevivencia (TS) y el desarrollo gametogénico. Se aplicaron cuatro tratamientos
con diferentes temperaturas y concentracién de HC: A (sin HC a 26 °C), B (sin HC a 30 °C), C (con HC a 26 °C)
y D (con HC a 30 °C) y el control (sin HC a temperatura ambiente). Los resultados mostraron que el control y
los tratamientos A y B tuvieron los valores mas bajos de bioacumulaciéon de HC con cantidades menores de 30 mg
kg=!. En el tratamiento C se estimaron valores de acumulacién de 83 mg kg=!'. Mientras que en el tratamiento D se
registraron los niveles mas altos de HC con 118 mg kg™! y la TS mas baja (53 %). La TS mayor (93 %) se registré en
el control y los tratamientos A y C. A nivel celular no se identificé ninguna patologia, pero el desarrollo gonadico fue
afectado por la presencia de HC y la temperatura de 30°C, con escaso crecimiento gonadal, predominando organismos
indefinidos. Las diferentes temperaturas no influyeron en la bioacumulacién de HC en los organismos, pero se observa
efecto negativo en el desarrollo gametogénico y la TS.
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ABSTRACT. Several studies show the effect of temperature on the bioaccumulation of contaminants in bivalve
mollusks, but the influence of this factor on the bioaccumulation of hydrocarbons (HC) in Crassostrea virginica has not
been reported. In this work the effect of temperature on HC accumulation in C. virginica under controlled conditions,
survival rate (SR) and gametogenic development was studied. Four treatments with different temperatures and an HC
concentration were studied: A (without HC at 26 °C), B (with HC at 30 °C), C (with HC at 26 °C) and D (with
HC a 30 °C) and the control (without HC at ambient temperature). Results showed that the control and treatments

A and B had the lowest HC bioaccumulation values with amounts below 30 mg kg~!
1

. In treatment C, accumulation
values of 83 mg kg~! were obtained, while treatment D recorded the highest HC level, 118 mg kg~!, and the lowest
SR (53 %). The highest SR (93 %) was recorded in the control and treatments A and C. At the cellular level no
pathology was identified, but gonadal development was affected by the presence of HC and the temperature of 30 °C,
with little gonadal growth and indefinite organisms predominating. The different temperatures did not influence HC
bioaccumulation in the organisms, but a negative effect on gametogenic development and SR was observed.
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INTRODUCCION

Los moluscos bivalvos se utilizan como
bioindicadores para estimar los tipos y cantidades
de contaminantes presentes en ambientes acuati-
cos, dada su distribucién cosmopolita y habilidad
de bioacumularlos (Oliver et al. 2001, Bebianno y
Berreira 2009, Torres et al. 2012). Existen diversos
factores que intervienen en el proceso de bioacumu-
lacién, como la biologia de la especie de bivalvo, la
tasa de filtracién, la tasa de absorcién, el contenido
lipidico y la capacidad de detoxificacién, ademas
de factores externos como el punto de muestreo de
las fuentes contaminantes, la salinidad, cantidad de
materia orgénica y la temperatura ambiental (Ledn
et al. 2013).

La acumulacién de hidrocarburos (HC) en el
tejido lipidico de los organismos, es uno de los prin-
cipales riesgos para los organismos bioacumuladores
(Pereira et al. 1999). Algunas investigaciones de-
muestran que la exposicién de bivalvos a hidrocar-
buros y metales pesados puede causar dafio a nivel
celular, en la reproduccién y el crecimiento de los
organismos (Gold et al. 1995, Oliver et al. 2001).
También se ha determinado que la temperatura es
un factor que afecta a los organismos ectotermos
influyendo en sus reacciones quimicas y fisiol6gi-
cas (Gordon 2005, Ivanina et al. 2008, Sokolova y
Lanning 2008). Se ha registrado que la exposicién
prolongada del bivalvo Crassostrea virginica a altas
temperaturas y a metales pesados, afecta los pro-
cesos bioquimicos y provoca maduracién gonadica
temprana (Ruddy et al. 1975). Ademas, tem-
peraturas elevadas coadyuvan a la acumulacién de
altas concentraciones de sustancias xenobioticas en
los tejidos, asociada a una elevada actividad de
hematocitos (Liichman et al. 2011). Por lo que la
temperatura es un factor influyente en el proceso
de bioacumulacién de HC y puede relacionarse con
afectaciones en el desarrollo gonadal. Por tal mo-
tivo el objetivo del estudio fue determinar el efecto
de la temperatura en la bicacumulacién de hidro-
carburos en C. virginica, la influencia en la tasa de
sobrevivencia y el desarrollo gametogénico.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de sedimento

Se colectaron 50 kg de sedimento de la la-
guna de Tamiahua en la localidad de San Jerénimo,
municipio de Tamalin en la zona norte del Estado
de Veracruz, México. El drea se caracteriza por es-
tar contaminada con hidrocarburos en el ambiente
acuatico y terrestre. El sedimento se transporté
al Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias
de la Universidad Veracruzana, donde se evalué la
concentracién de hidrocarburos en el sedimento,
mediante analisis de deteccién y cuantificacién, de
acuerdo con Fernandez et al. (2006).

Colecta de organismos

Se obtuvieron de la cooperativa pesquera "Del
Puerto de Tuxpan” 100 organismos de C. virginica
adultos con medidas entre 80 y 87 mm. Los cuales
se transportaron al Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
y Agropecuarias de la Universidad Veracruzana,
donde se realizé el proceso de purga, que consistié
en recambios de agua cada 48 h durante 20 d, uti-
lizando agua salobre artificial preparada con agua
estéril y sal para acuario. Al finalizar el proceso de
purga, se midi6 la longitud total en mm de cada
organismo con un vernier con precision de 0.1 mm,
y se obtuvo peso en g con una balanza digital con
precisién de 0.1 g.

Diseiio experimental

Se utilizaron recipientes de vidrio de 50 cm
de largo, 28 cm de ancho y 30 cm de altura, con ca-
pacidad de 50 L. Para regular la temperatura se uti-
lizaron termostatos y motor aireador para acuario,
manteniendo los parametros promedio de oxigeno
disuelto (OD) de 7.8 mg L' y 30 ppm de salinidad.
En cada recipiente se colocaron 15 organismos de
C. virginica por 30 d. Con base al promedio anual
de temperatura superficial del agua en la laguna
de Tamiahua de 26 a 30°C, se evaluaron cuatro
tratamientos. Los cuales fueron tratamiento A (sin
HC a 26 °C), B (sin HC a 30 °C), C (HC a 26 °C),
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D (HC a 30°C) y control (sin HC a temperatura
ambiente).

Extraccion y cuantificacion de HC en sedi-
mento

Para determinar la cantidad de HC totales en
el sedimento utilizado en los tratamientos, se realizé
la extraccién y cuantificacién del contaminante de
acuerdo con la técnica del método de reflujo con
el equipo Soxhlet, tomando como referencia los
métodos de la Sociedad Estadounidense para Prue-
bas y Materiales ASTM D5369-93 (ASTM 2005) y
de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos, EPA 3540 Cy 3541 (EPA 1994, EPA 1996).

Extraccién y cuantificacion de HC en Organis-
mos

Se realizé la extraccién en cada uno de los
organismos al término de la exposicién. Previa-
mente se llevé a cabo la diseccidn para identificar y
extraer las génadas. Las cuales se fijaron en Buffer
Fosfato Salino con paraformaldehido para histologia
al 4 % (pH 7.2) hasta su utilizacién. El resto del
organismo se consideré como tejido blando, el cual
se empleo para extraer el hidrocarburo acumulado.
El tejido se sec6 en una estufa FELISA a 35 °C
por 24 h, con la finalidad de eliminar la humedad y
obtener el peso neto de cada organismo. Luego se
maceré hasta lograr una mezcla homogénea, para
realizar la extraccion con el método de reflujo en un
equipo Soxhlet. La cuantificacién de HC se realizé
calculando el porcentaje de extracto obtenido con
la férmula: % EE = (PQP;nfl)lOO , donde: EFE=
extracto etéreo, P2= peso del matraz mas extracto
obtenido, P1= peso constante del matraz vacio y
Pm= g de muestra (Garcia 2005).

Parametros bioldgicos
Se determiné la tasa de sobrevivencia de
los organismos utilizando la férmula: TS =
No. Final de organismos _
(No. I’r_zicial _de organismos)lo()’ donde T'S= tasa de
sobrevivencia, la cual se obtuvo a los 15 y 30 d de

exposicién a los tratamientos.
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Anailisis histolégico

Se llevé a cabo al finalizar el experimento
para lo cual se utilizaron las génadas fijadas en la
diseccién. Las muestras se bafiaron en sacarosa en
concentraciones de 10 %, 20 % y 30 % a 4 °C por
24 h, o hasta que las muestras descendieron al fondo
de los frascos contenedores. Terminado el proceso
del bafio en sacarosa, se llevé a cabo la inclusién
en resina (NEG 50) en microtubos de plastico,
manteniéndolos por 24 h a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se efectué el proceso de
corte utilizando un micrétomo de congelacién Mi-
crom a 25 °C, realizando cortes transversales de
las génadas con un grosor de 7 um, los cuales se
colocaron en porta objetos esmerilados bafiados en
poli-L-lisina al 1 %. Para mejorar la apariciencia
de la estructura celular se realizé la tincién de los
cortes con la técnica de Hematoxilina-Eosina. Los
cortes obtenidos se analizaron con ayuda de un mi-
croscopio compuesto, mediante el cual se identificé
la presencia de gametos sexuales masculinos (esper-
matogonias) o femeninos (ovocitos) y se determiné
la etapa del estadio gametogénico.

Analisis Estadisticos

Los datos se analizaron con el programa es-
tadistico STATISTICA 7 y GraphPad Prism 6 para
Windows, realizando un analisis de varianza de una
via y analisis de comparacién miltiple de medias de
Tuckey a p < 0.05.

RESULTADOS

Contenido de hidrocarburo

La concentracién de hidrocarburo en el
sedimento fue de 929.29 mg kg ~! de HC, lo que
se clasifica como fraccién ligera de acuerdo con la
Norma Mexicana NOM-138-SEMARNAT /SS-2012.
En cuanto al contenido de HC en los organismos el
valor més bajo se observé en el tratamiento con-
trol con 18 4+ 2 mg kg=! de HC en el 20 % de
organismos. Mientras que en los tratamientos A
y B se estimaron concentraciones de 25 4+ 4.08 y
29 + 1.83 mg kg~! de HC, respectivamente. En
tanto que en el tratamiento C los organismos pre-
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Figura 1. Contenido de hidrocarburos en tejido blando del control y los tratamientos.
Letras diferentes en columnas muestran diferencias significativas.

sentaron un mayor contenido de HC con 83 4+ 3 mg
kg~!. Encontrandose la mayor bioacumulacién en
el tratamiento D con 118 + 3 mg kg~!. No se en-
contraron diferencias significativas en el contenido
de HC entre el control y los tratamientos sin HC
(A, B), mientras que en los tratamientos expuestos
a HC (C, D) el contenido de estos compuestos fue
significativamente mayor (p<0.05) (Figura 1).

Parametros bioldgicos

Los organismos tuvieron una talla promedio
de 80 &+ 0.3 mm por lo que se consideran adul-
tos. La tasa de sobrevivencia (TS) determiné que
el control y los tratamientos A, B y C no mostraron
diferencias significativas. Los organismos de estos
tratamientos y el control tuvieron el 100 % de so-
brevivencia los primeros 15 d. Para el control, y los
tratamientos A y C este porcentaje se redujo al 93
% a los 30 d, mientras que para el tratamiento B se
obtuvo una TS del 86 %. El tratamiento D, tuvo
diferencias significativas (p= 0.04) con el resto de
los tratamientos. Este mismo tratamiento mostro
una menor TS durante todo el experimento, a los
15 d tuvo una TS del 73 % y disminuy6 al 53 % al
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final del experimento (Figura 2A, 2B).

Desarrollo gonadal y analisis histolégico

En los organismos del tratamiento control, A
y C se observé el desarrollo de las génadas sobre
el area visceral. Mientras que en los organismos de
los tratamientos B y D no se observé desarrollo de
goénadas (Figura 3). Los mayores porcentajes de
organismos fueron hembras, con porcentajes entre
el 64 y 61 % en el control y los tratamientos A
y B. Mientras que los organismos machos se en-
contraron entre el 21 y 28 % en los tratamientos
control y A, ademéas de organismos indefinidos con
porcentajes entre 7y 14 %. En los tratamientos C y
D predominaron los individuos indefinidos con por-
centajes entre el 42 y 75 %, con hembras entre 58
y 25 %, respectivamente (Figura 4). En el control
y el tratamiento A se observé que los organismos
identificados como hembras se encontraban en la
fase de gametogénesis avanzada, en ellos se aprecié
la poca cobertura de tejido conjuntivo y el de-
sarrollo de foliculos con presencia de ovocitos en
formacién, adheridos a las paredes foliculares. En
algunos casos se observaron agrupaciones de folicu-
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Tratamienta

Tratamienio

A) Tasa de sobrevivencia en el control y los tratamientos a los 15 d de

experimentacién. B) Tasa de sobrevivencia en el control y los tratamientos a los 30 d de
experimentacién. Letras diferentes en columnas muestran diferencias significativas.

los anastomosados donde se distinguieron ovocitos
en desarrollo. En el caso de los machos se identi-
ficaron dos fases; gametogénesis inicial, en la que
se observa la presencia de foliculos y espermatogo-
nias; y gametogénesis avanzada; con una reduccién
del tejido conjuntivo y desarrollo de espermatoci-
tos primarios. En los organismos pertenecientes al
tratamiento B se identificé la fase de gametogénesis

DOI: 10.191586/era.a4n11.1006

inicial, en los que se aprecié una amplia cobertura
de tejido conjuntivo donde se desarrollaron foliculos
en formacién en modo de islotes, que carecian de
ovocitos adheridos a las paredes foliculares (Figura
5). En el tratamiento C se observaron organismos
indefinidos en la etapa de gametogénesis inicial,
en lo que el tejido conjuntivo estuvo cubierto de
foliculos con presencia de ovocitos inmaduros. En
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Figura 3. Desarrollo gonadal en los organismos: A) control, B) tratamiento A y C)

tratamientos B y D. La flecha sefiala la génada.
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Figura 4. Porcentajes de sexos identificados en el control y en los diferentes tratamien-
tos. Barra gris oscura corresponde a organismos hembras; barra gris claro a machos y

barra negra a organismos indefinidos.

el tratamiento D los organismos presentaron una
cobertura total de tejido conjuntivo con presencia
de células mesenquimatosas, por lo que no se logré
definir alguna de las etapas de desarrollo game-
togénico, no obstante en casos aislados se deter-
miné la etapa de gametogénesis inicial (Figura 6).

DISCUSION

Los sedimentos contaminados tuvieron una
concentracién de 929.29 mg kg~! de HC; valor que
es superior a los 440.09 mg kg=! de HTP en sedi-
mento reportado por San Martin et al. (2012), en
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la misma area. La diferencia entre ambos valores
puede deberse a factores como la topografia y la
direccion del flujo del manto freatico, ademas de
factores metodolégicos como el punto de muestreo
seleccionado, lo que indica que hay sitios especificos
de mayor contaminacién dentro de la misma &rea.
Otros autores han observado que en zonas afec-
tadas por derrames, los niveles de HC se mantienen
altos, atin afios después del evento (Tronzynski et
al. 2004, Kelly et al. 2008). Las concentraciones
promedio de HC en los individuos no expuestos del
control y los tratamientos A y B al final fueron de
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Figura 5. Crassostrea virginica visto al microscopio 6ptico: A) Hembra del control,
gametogénesis avanzada; B) macho del control, gametogénesis avanzada; C) macho del
tratamiento A, gametogénesis inicial. tc tejido conjuntivo; ov ovocito; ep espermatocitos;

eg espermatogonias. H-E Hematoxilina-Eosina.

Figura 6. Crassostrea virginica visto al microscopio A) fase indeterminada, tratamiento
D. B) Hembra del tratamiento B, gametogénesis inicial. tc tejido conjuntivo; cm células

mesenquimatosas; f foliculo.

18 + 2, 25 + 4.08 y 29 + 1.83 mg kg~! de HC,
respectivamente, lo que demuestra la capacidad de
los organismos de acumular contaminantes y la baja
eliminaciéon del mismo durante la purga. La acu-
mulacién de contaminantes en diversas especies de
ostras puede darse incluso por poco tiempo de ex-
posicién y su permanencia en los organismos puede
ser residual atn después de la depuracién (Kelly et
al. 2008).

La acumulacién de HC en los individuos fue
similar a los 26 y 30 °C, lo cual es concordante
con lo descrito por Torres et al. (2012) quienes no
encontraron diferencias significativas en los niveles
de acumulacién en organismos de C. rhizophorae
expuestos a concentraciones de hasta 1 406.13 mg

DOI: 10.191586/era.a4n11.1006

kg~! de HC en dos temporadas del afio. Con valores
de bioacumulacién de 584.33 mg kg™!, valor que
es superior a los 118 4+ 3 mg kg~! encontrados
en el presente estudio. Estas diferencias se pueden
atribuir al grado de contaminacién y la biodisponi-
bilidad de los HC (Blasco et al. 1999, Blasco
et al. 2003). Pero factores biolégicos como la
talla y el peso, las diferencias fenotipicas y condi-
ciones fisiolégicas y reproductivas pueden estar rela-
cionadas en el monitoreo de la contaminacién ma-
rina (Gonzalez-Fernandez et al. 2016). La TSy
la temperatura son factores importantes, presentan-
dose la mayor mortalidad de organismos a los 30
°C. Mientras que los organismos del control y de los
tratamientos no expuestos a HC a 26 °C, tuvieron
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TS del 93 %, en tanto que los tratamientos no ex-
puestos a HC a 30 °C disminuyeron la TS al 86 %.
En los organismos expuestos a HC, se observé que
la TS no fue afectada en los tratamientos a 26 °C,
los cuales tuvieron la misma TS que los individuos
del control y los del tratamiento sin HC. Se ha de-
terminado que la exposicién a contaminantes a tem-
peraturas menores de 26 °C se puede mantener so-
brevivencias del 100 % (Diniz et al. 2008). La TS
fue influenciada de forma negativa por la presencia
de HC a 30 °C, observandose la declinacién de la
misma desde los primeros 15 d del tratamiento. La
reduccién observada en la TS se puede atribuir a
la sinergia entre el contaminante y la temperatura.
Al respecto se sabe que la exposicién a metales de
C. virginica bajo estrés de temperatura se refleja en
alta mortalidad (Lanning et al. 2006).

La maduracién gonadal de los organismos, fue
afectada en los individuos de los tratamientos B, C
y D, con efectos mayores en los organismos de los
tratamientos C y D, lo que ocasioné un efecto nega-
tivo en el desarrollo de gametos sexuales, con dafios
mayores en los organismos expuestos a 30 °C, lo que
ocasioné el poco o nulo desarrollo de las génadas, y
gener6 en su mayoria organismos indefinidos. Mien-
tras que en el control y el tratamiento A, se observé
el crecimiento de las génadas. Las afectaciones en el
desarrollo gonadal de organismos bivalvos se relacio-
nan con la exposicién a fuentes de contaminacioén,
como los hidrocarburos (Cuevas et al. 2015). Tam-
bién los individuos del tratamiento B, no expuestos
a HC mostraron daifios en el desarrollo gonadico.
Lo que se atribuye al efecto de la temperatura, de-
bido a que es necesaria una temperatura favorable
para el inicio y desarrollo normal de la gametogeé-
nesis (Polanco et al. 2002). Al respecto Cuevas
et al. (2015) han observado que la severidad de
respuesta a la exposicién de un agente quimico por
parte de las ostras depende del grado de exposicién
al contaminante.

Al analizar de forma histoldgica las génadas,
se observé que la exposicién al tratamiento D no
generé ningan tipo de célula anormal o histopa-
tologia a nivel gonadal. Al respecto Gold et al.
(1995) reportan dafios histopatolégicos en bran-
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quias, tracto digestivo, diverticulo digestivo y tejido
conectivo en organismos de C. virginica provenientes
de lagunas contaminadas con HC y metales pesados.
Las fases de gametogénesis fueron establecidas en
todos los tratamientos y el control. En especifico,
para el control y el tratamiento A, la fase de game-
togénesis avanzada se observé en organismos hem-
bras apreciandose el desarrollo de ovocitos maduros
dentro de los foliculos. En el caso de organismos
machos las fases inicial y avanzada se detectaron y
se observé espermatogonias desarrolladas. En los
tratamientos B y C los organismos se encontraban
en la fase de gametogénesis inicial. Mientras que en
los tratamientos C y D los organismos se clasificaron
como indefinidos, caracterizados por una amplia o
total cobertura de tejido conectivo sin desarrollo de
gametos. El escaso desarrollo gametogénico obser-
vado se puede atribuir a la posible transformacion
de productos téxicos derivados de la exposicién
a las altas temperaturas (Bertilsson y Widenfalk
2002). Al respecto algunos autores sefialan que la
temperatura y la presencia de metales pesados en
el medio, afectan de forma negativa las reacciones
fisiolégicas de los bivalvos (Gordon 2005, Sokolova
y Lanning 2008).

CONCLUSIONES

La temperatura no es un factor que fa-
vorezca la bioacumulaciéon de HC en C. virginica.
No obstante, la combinacién de HC y elevadas
temperaturas afectan de forma negativa la TS,
el desarrollo gametogénico de los organismos y
la presencia de organismos indefinidos. Estos re-
sultados dan un panorama de los posibles dafios
ocasionados ante el aumento de la temperatura y la
exposicion a los hidrocarburos, lo cual podria afec-
tar la produccién.
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