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RESUMEN

El aumento de la temperatura a causa del calentamiento global es uno
de los principales factores que afectan los ecosistemas. Debido a la
disponibilidad de acumular contaminantes en sus tejidos el ostion
americano Crassotrea virginica es considerado un bioindicador de los
niveles de contaminacion presentes en el ambiente, ademas de ser un
recurso pesquero de importancia comercial en la region, en el presente
trabajo se evalud la influencia de la temperatura (26°C y 30 °C) en el
proceso de bioacumulacion de HC en ostion americano Crassotrea
virginica determinando la talla, tasa de sobrevivencia (TS), peso y el
desarrollo gonadico de los organismos. Los individuos expuestos a
ambientes con 30 °C e HC (T1) obtuvieron los niveles mas altos de
bioacumulacion con un promedio de 118 mg/kg HC y la TS mas baja con
un porcentaje del 53%. Mientras que los organismos expuestos a
ambientes de 26 °C en presencia de HC (T2) presentaron un promedio
de 83 mg/kg HC, con una TS del 93%. Los organismos testigo
registraron diferencias significativas del T1 y T2 obteniendo un contenido
de HC menor a 29 mg/kg en menos del 30% de los individuos
obteniendo una TS superior al 93%. A nivel celular no se identifico algun
tipo de histopatologia no obstante el desarrollo gonadico fue afectado
por la presencia de HC al observarse un escaso desarrollo gonadal, en el
cual predominé la identificacion de organismos indefinidos, esto
contrastd con el desarrollo gonadal visible de los organismos testigo
donde se definié la predominancia de organismos hembras y en menor
proporcién individuos machos dentro de las fases gametogénicas inicial y
avanzada, observandose el desarrollo de ovocitos maduros vy
espermatocitos. Los pocos trabajos de investigacion acerca de la
influencia de la temperatura en la bioacumulacion de HC en C. virginica
hacen de este trabajo una herramienta para futuros estudios en areas
contaminadas con HC.

Palabras clave: bioacumulacién, Crassotrea virginica,
gametogénesis.
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INTRODUCCION

La evolucion del clima a lo largo de la historia de la Tierra ha experimentado
numerosos cambios que obedecen a ciclos dindmicos naturales. Sin embargo, al
observar esta evolucion en el dltimo siglo, se puede determinar que el aumento de la
temperatura, en su mayoria, se deriva de actividades antropogénicas como las
emisiones de gases de efecto invernadero y la destruccién de la capa de ozono.
Existe una tendencia a aumentar la temperatura global del planeta, que puede
relacionarse con el aumento de dichas emisiones (Lorente et al., 2004). El aumento
de la temperatura en el planeta afecta particularmente a los ecosistemas acuaticos
provocando aumentos de temperatura que sobrepasen el grado de tolerancia de
muchas especies, a la vez pueden darse cambios quimicos importantes en el agua,
como disminucion del oxigeno disuelto y aumento en la salinidad (EPA, 2002), se
considera que el aumento de 2 grados centigrados en la temperatura promedio del

planeta, causaria dafos catastroficos en todos los ambientes.

El aumento de la temperatura en el ambiente no solo afecta a los ecosistemas y
procesos nhaturales, a su vez influye en las diversas externalidades negativas
generadas de actividades antropogénicas y un ejemplo de esto es la contaminacion
por derrame de hidrocarburos, se ha determinado que el aumento de la radiacién UV
y la temperatura afecta las reacciones fotoquimicas de los hidrocarburos (fotdlisis),

generando foto productos mas toxicos que sus compuestos originales (Bertilsson y
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Widenfalk, 2002), lo cual representa un peligro para los organismos que entren en
contacto con el contaminante.

Los hidrocarburos son contaminantes organicos hidrofébicos, que pueden ingresar a
los ambientes acuaticos y asociarse con particulas y coloides en la columna del
agua, floculan y sedimentan hacia la interface agua-sedimento, de esta forma los
sedimentos y las particulas asociadas a los contaminantes estan disponibles para la

biota y se bioacumulan en el tejido lipidico de los organismos (Pereira et al., 1999).

Desde mediados de 1970, diversos programas de monitoreo ambiental han utilizado
moluscos bivalvos como bioindicadores para estimar los tipos y cantidades relativas
de los contaminantes presentes en ambientes acuaticos, esto debido a su
distribucion cosmopolita y a la habilidad y disponibilidad de bioacumular
contaminantes hasta niveles altos por encima de la concentracion en el ambiente
(Bayne et al., 1980; Borbidge et al., 1993; Meador et al., 1995; Oliver et al., 2001;

Neff, 2002; Torres et al., 2012).

Debido a la importancia comercial y econdmica que representan los moluscos
bivalvos para la poblacion, el presente estudio propone determinar el efecto de la
temperatura en la bioacumulaciébn de hidrocarburos en ostibn americano
(Crassostrea virginica), ya que alteraciones en su ambiente, como derrames de
hidrocarburos aunado a un aumento de la temperatura ambiental podria causar
afectaciones en los organismos que representarian una gran amenaza para el sector

ambiental y econédmico de nuestro pais.
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ANTECEDENTES

Existen numerosos estudios realizados mediante simulacion que tratan de dar
informacion sobre la evoluciéon futura del clima en la Tierra y prevén un mayor
incremento de las temperaturas. Se han observado otros cambios en la circulacién
del aire atmosférico, en las precipitaciones, en el nivel del mar y en el desarrollo de

glaciares (Walther et al., 2002).

Las alteraciones en pocos grados de la temperatura del mar pueden acarrear
importantes alteraciones tréficas. En las islas Galapagos, durante el fendmeno del
Nifio de 1997-1998, la superficie del agua aumentd su temperatura y gran niamero de
organismos filtradores murieron a consecuencia de la disminucion del plancton del

gue se alimentaban (Benchuey, 1999; Doubilet, 1999).

Se ha determinado que los animales ectodermos, que constituyen mas del 99% de
las especies acuaticas, son susceptibles a cambios de temperatura en el ambiente,
afectando directamente sus reacciones quimicas y fisiolégicas (Hochachka vy

Somero, 2002; Gordon, 2005; Ivanina, 2008; Sokolova y Lanning 2008)

Uno de los problemas de contaminacién ambiental mas importantes a nivel mundial
es el vertido de hidrocarburos totales de petroleo (TPHSs) en ecosistemas acuaticos y
terrestres (Rahman et al., 2003), estos ecosistemas se han visto altamente afectados

por este tipo de contaminacion, siendo dignos de mencionarse por su magnitud, los
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derrames provocados por las embarcaciones “Florida” en Buzzard, Massachusetts

(630 toneladas), el “Arrow” en Chedabucto Bay, Nova Scotia (10,000 toneladas), el

“‘Amoco Cadiz” en las costas de Francia (50,000 toneladas), “Exxon Valdez” en las

costas de Alaska (> 1000,000 toneladas) (Botello et al., 2005) entre otros (Cuadro 1).

Cuadro 1. Niveles caracteristicos de PAHs presentes en el ambiente marino después

Localizacion

de vertidos accidentales de petréleo.

Caracteristicas

Autor

Francia

Prince Wiliam Sound,
Alaska

Génova, ltalia
Galicia

Corea

Costa Francesa/Erika

Costa Danesa

AMOCO CADIz
THCméax (1987): 97.4 g/kg p.s
THCmaéax (1991): 1.61 g/kg p.s

EXXON VALDEZ
> PAH36= 66-389 ug/kg p.s. 1 afio después
del vertido
> PAH36= 177 ug/kg p.s. 10 aflos después
del vertido

HAVEN
> PAH7=110-44 X 103 ug/kg
> PAH12= 7-690 (hasta 16200) ug/kg p.s.

SEA PRINCE
>PAH13= 205159 ug/kg p.s.

ERIKA
>PAH18= 19.7-812 ug/kg p.S.

BALTIC CARRIER
> PAHs15=48-2160 ug/kg p.s. 11 dias
después del vertido
> PAHs15= 33-698 ug/kg p.s. 3 mes
después del vertido es
> PAHsS15= 46-612 ug/kg p.s. 9 meses
después del vertido

Mille et al., 1998

Burns et al., 1997

Page et al., 2002

Lé Dreau et al., 2000
Pastor et al., 2001

Yim et al., 2002

Tronczynski et al., 2004

Pécseli et al., 2002
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Costa Atlantico- PRESTIGE
Cantébrico >PAH13= 0.9-422 ug/kg p.s. Diciembre Franco et al., 2006
2002-Septiembre 2003

Playas Nemifa / Prestige >PAH= 0.02-0.57 ug/kg Enero 2004 Bernabéu et al., 2006

El Golfo de México también se ha visto afectado por grandes derrames de petréleo
como el provocado por el Pozo Ixtoc-1 en las costas de Campeche el cual derramdé
37100,000 barriles de petréleo durante 9 meses, y el mas reciente provocado por la
explosion de la plataforma petrolera Deepwater Horizon, de la British Petroleum (BP),
el gobierno de los Estados Unidos anuncié que durante los tres meses que duré el
derrame se vertieron aproximadamente 4.9 millones de barriles de petréleo; es decir,
mas 932 millones de litros (Alpuche, 2010). En el Golfo de México se localizan las
mas grandes provincias petroleras del mundo, cuyos recursos se estiman entre 2.24

y 2.29 bbl de petroleo crudo y de 5.48 a 44.4 tct de gas natural (Foote et al., 1983).

Las principales areas de produccion incluyen: Luisiana y costas de Texas, EUA;
Bahia de Campeche, México; lago Maracaibo, Venezuela y Golfo de Paria, Trinidad y
Tobago, la cuales estan consideradas ademas, como zonas de alto riesgo para
accidentes petroleros (Rodriguez, 1981) Dentro de nuestro pais las principales zonas
petroleras se encuentran en el Golfo de México, en los estados de Veracruz,

Tabasco y Campeche.
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Los hidrocarburos son sustancias, en general, muy poco solubles en agua, y por lo
tanto se encuentran fundamentalmente en la fraccion no soluble, asociados a materia
organica (disuelta y particulada), coloides, gotas lipidicas, formando micelas,
absorbidos a particulas de sedimento o en estado solido forman parte en los tejidos.
(Neft, 2002). Sin embargo diversos procesos tales como la liberacion directa de
gases Y la re-suspension, transportan a los HAP a la columna de agua (Sanders et

al., 1995).

Algunos de los efectos toxicos del vertido de hidrocarburos sobre los organismos
marinos dependen de los productos vertidos y de la susceptibilidad o capacidad de
acumulacion de los organismos afectados. Si los organismos son susceptibles se
producen grandes mortandades o trastornos en el mantenimiento de sus poblaciones
naturales, mientras que si acumulan los hidrocarburos se convierten en una amenaza

para sus consumidores, entre ellos el hombre (Iniesta y Blanco, 2005).

Se ha realizado diversos trabajos de investigacién a lo largo del Golfo de México,
esto con el objetivo de evaluar los niveles de hidrocarburos presentes en sedimentos

costeros y marinos de diferentes areas del Golfo de México y Mar caribe (Cuadro 2).



Efecto de la temperatura en la bioacumulacién de hidrocarburos en el ostién americano Crassotrea virginica (Gmelin, 1971)

Cuadro 2. Niveles de hidrocarburos dispersos en las aguas del Golfo de México y

Mar Caribe (valores en gl).

Localidad Ao Concentracion Autores
Promedio
(Intervalo)
Laguna Madre, - 26 Botello et al., 1996
Tamaulipas
Laguna Pueblo Viejo, - 53 Botello et al., 1996
Veracruz
Laguna Tamiahua, - 31 Botello et al., 1996
Veracruz
Rio Tonala, Veracruz 1982 1189 (18-1829) Botello, y Paez, 1986
Rio Coatzacoalcos, 1982 680 (89-2623) Botello, y Paez, 1986
Veracruz
Laguna del Ostion, 1982 120 (16-575) Botello, y Paez, 1986
Veracruz
Laguna de Alvarado, 1982 18 (10-30) Botello et al., 1987
Veracruz
Sistema Lagunar 1979- 46.6 (7-150) Botello et al., 1983
Carmen-Machona, 1980
Tab.
Laguna Mecoacan, 1979- 112.2 (11-1060) Botello et al., 1983
Tabasco. 1980
Plataforma Continental 1989 1.2 (0.5-3.4) Botello et al., 1991
Tabasco.
Laguna de Términos, 1982 37 (10-50) Botello y Macko. 1982
Campeche
Laguna de Términos, - 85 Becerra, 1984
Campeche
Plataforma Continental ~ 1978- 43.3 (3-715) Botello et al., 1987
Campeche 1981
Laguna Bojérquez, 1981 12 (8-18) Botello y Macko. 1982
Quinta Roo
Laguna Nichupté, 1985 102 (24-298) Botello et al., 1986
Quintana Roo
Plataforma Continental 1984 70 (51-121) Botello et al., 1987
de Quintana Roo
Golfo de México 1983- 94 (27-293) Botello et al., 1987
(PROGMEX) 1984
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La biodisponibilidad, es decir, la susceptibilidad de un compuesto para ser
incorporado por un organismo y su fisiologia son las principales variables que
determinan el grado de acumulacién y retencién de contaminantes en invertebrados

y en peces de ecosistemas marinos (Soriano, 2009).

Los moluscos filtradores, juegan un rol significativo como organismos centinelas en
programas de monitoreo debido a su capacidad para bioacumular contaminantes
ambientales debido a la respuesta que adoptan en presencia de algun contaminante
(Bebianno y Berreira, 2009; Solé et al., 2007). La bioacumulacién es un proceso por

el cual un quimico es absorbido por un organismo expuesto a éste.

La incorporacion de hidrocarburos en los bivalvos varia mucho entre especies debido
a diferencias en la tasa de filtracion, tasa de absorcion, contenido lipidico y
capacidad de detoxificacion, ademas de factores externos como la temperatura,
salinidad y la cantidad de materia organica disuelta y particulada. La tasa de filtracion
es uno de los factores que regulan en mayor medida la incorporacion de
hidrocarburos en los bivalvos (Iniesta y Teal, 1973; Fossato y Canzonier, 1976; Lee

etal., 1977)

Los bivalvos filtradores se alimentan de fitoplancton, que puede acumular grandes
cantidades de hidrocarburos disueltos en agua, alcanzando factores de

concentracion de hasta 1500 en tan solo 12 horas (Wang, 2002).
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Los bivalvos son un recurso pesquero de gran importancia y demanda comercial, por
lo tanto se ha convertido en uno de los productos de mayor aprovechamiento en el
pais. ElI Golfo de México es la regién que soporta la mayor parte de la captura
nacional de ostibn con una aportacion del 91%. Los estados de Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco y Campeche, son los mayores productores del pais, aportando el
48% de la produccion nacional del pais (Ruiz, 1985; Anuario Estadistico de

Acuacultura y Pesca, 2008).
Es importante mencionar diversos estudios donde se han considerado a los bivalvos
como medio para valorar la contaminacion de hidrocarburos que ha alcanzado el

Golfo de México (Cuadro 3).

Cuadro 3. Niveles de HAPs en moluscos bivalvos del Golfo de México. Valores en

ugg L
Localidad Afio Promedio Autores
Laguna Pueblo Viejo, Veracruz 1975 a2 Botello, 1978
Laguna Tamiahua, Veracruz 1975 als Botello, 1978
Laguna de Alvarado, Veracruz 1975 20.6 Botello, 1978
Rio Coatzacoalcos, Veracruz 1986 b0.12 Botello et al., 1987
Isla Pajaritos, Veracruz 1986 c0.13 Botello et al., 1987
Laguna Carmen-Machona, 1975 a34 Botello, 1978
Tabasco
Laguna Carmen, Tabasco 1979-1980 aj5 Botello et al., 1983
Laguna Machona, Tabasco 1979-1980 aj1 Botello et al., 1983
Laguna Mecoacan, Tabasco 1979-1980 ag5 Botello et al., 1983
Laguna Carmen, Tabasco 1992-1993 20.23 Gold-Bouchot et al., 1997
Laguna Machona, Tabasco 1992-1993 0.4 Gold-Bouchot et al., 1997
Laguna Mecoacén, Tabasco 1992-1993 a0.22 Gold-Bouchot et al., 1997
Laguna de Términos, Campeche 1991 a0.32 Gold-Bouchot et al., 1995
a Norefa-Barroso et al.,
Laguna de Términos, Campeche 1991 17.3 1999

aCrassostrea virginica (ostiéon); PRangia fleuxosa (almeja); ¢cPolymesoda caroliniana (almeja chica).
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Se ha demostrado que la exposicion de bivalvos a hidrocarburos y a ambientes con
altas temperaturas causa dafios en la reproduccién y crecimiento de los organismos,
asi como la presencia de dafio celular en tejidos (Gold et al., 1995; Ruddy, 1974;

Lidchman et al., 2011).

Un estudio realizado por Oliver et al., 2001 determina la reaccién fisiolégica de
Crassotrea virginica expuesto a diferentes contaminantes como HAPs, PCBs,
metales pesados y pesticidas, los cuales han demostrado niveles altos de
concentracion de sustancias xenobiéticas en tejidos, las cuales podrian estar

asociadas a una elevada actividad de hematocitos.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

o Evaluar el efecto de la exposicion a 30°C de temperatura e
hidrocarburos, en los pardmetros biolégicos asi como en la
bioacumulaciéon de hidrocarburos en el ostion americano Crassostrea

virginica (Gmelin, 1971).

3.20bjetivos particulares

o Cuantificar la concentracion de HC presentes en el sedimento utilizado en

los tratamientos.

o Determinar la bioacumulacion de hidrocarburos en ostiones expuestos a

sedimentos contaminados a 30°C.

o Comparar los parametros biolégicos; determinacion de tallas, tasa de
sobrevivencia, comparacion de peso promedio e identificacion del sexo de

los organismos.

o Realizar el andlisis histolégico a nivel gonadico de la exposicion a

hidrocarburos a 30°C.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Fase de Campo

4.1.1 Colecta de sedimento

Para la realizacion de este trabajo se llevé a cabo la colecta de sedimento
contaminado con HC con ayuda de una draga, con la cual se colectaron 40 kg de
sedimento, que se almacend en recipientes de plastico con tapa para su
transportacion al laboratorio de Biotecnologia Ambiental de Facultad de Ciencias

Biol6gicas y Agropecuarias dentro de la Universidad Veracruzana.

La colecta se realiz6 en un area aledafia a la laguna de Tamiahua ubicada en la zona
norte del Estado de Veracruz, para esto se tomaron en cuenta las areas mas
cercanas y expuestas a la contaminacién por hidrocarburo. Una de ellas se
encuentra en la comunidad de San Jerénimo dentro del municipio de Tamalin, esta
zona se caracteriza por la presencia de yacimientos naturales de petroleo y areas
contaminadas con el mismo, esto como consecuencia de la explosion ocurrida del

pozo Dos Bocas en el afio 1908.

Al sedimento colectado se le realizdé una extraccion y cuantificacién de hidrocarburo,
utilizando el método de reflujo mediante el equipo Soxhlet, esto con el fin de

determinar la cantidad de hidrocarburo al que los organismos estuvieron expuestos.
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Figura 1. Macro localizacién geografica de la comunidad de San Jerénimo aledafia a

la laguna de Tamiahua.
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4.1.2 Colecta de organismos

La colecta de organismos se llevo a cabo en un area distinta al sitio de colecta del
sedimento, previendo asi la posible adaptabilidad a los hidrocarburos que pudieran
tener los organismos presentes en el area contaminada. Por tal motivo se adquirieron
80 organismos de la cooperativa pesquera ubicada en la laguna de Tampamachoco,
en la ciudad de Tuxpan, Veracruz. Los organismos fueron colectados al azar en
diferentes puntos de la laguna por los pescadores del lugar, los cuales fueron
almacenados en recipientes de plastico para su traslado al laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias dentro

de la Universidad Veracruzana.

4.1.3 Proceso de purga de ostiones

Para eliminar los posibles contaminantes o compuestos acumulados en los
organismos, estos fueron sometidos a un proceso de purga o limpia, el cual consistié
en mantener los ostiones en un ambiente con agua salobre artificial (Oceanic sal
marina, GAL aquarium) libre de cualquier tipo de contaminantes, el cambio de agua
extraida de la laguna a agua salobre artificial se realiz6 gradualmente hasta exponer

a los ostiones a agua salobre 100% artificial.
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4.2 Fase experimental

4.2.1 Implementacion de microcosmos y tratamientos

Para evaluar el efecto de la temperatura y los hidrocarburos en ostion americano
(Crassostrea virginica) fue necesario la implementacion de microcosmos los cuales
fueron creados en contenedores de vidrio de 50 cm de largo por 28 cm de ancho y
30 cm de altura, con una capacidad de 50 It. En cada uno de los microcosmos se
instal6 una bomba de aire para pecera, la temperatura fue regulada utilizando
termostatos para acuario (Calentador automatico, Vanguardia acuatica 50 W).

La fase de experimentacion constd de 2 tratamientos expuestos a diferentes
temperaturas; 30°C y 26 °C respectivamente en presencia de sedimentos
contaminados con hidrocarburos, a su vez se implementaron tratamientos testigos
expuestos Unicamente a las temperaturas antes mencionadas, asi como un

tratamiento considerado como blanco, por no tener ningun tipo de agente estresor.

En cada uno de los tratamientos se colocaron 15 organismos previamente pesados y
medidos, esto con el fin de determinar la talla correspondiente segun las medidas
obtenidas. El tiempo de exposicion a los tratamientos fue de 30 dias, durante los
cuales los organismos fueron alimentados diariamente con microalgas del género

Cheatoceros sp. (2 ml por organismo).
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Las caracteristicas de los tratamientos realizados se describen en el siguiente

cuadro:

Cuadro 4. Caracteristicas de los tratamientos

Caracteristicas Blanco  Testigol Tratamiento 1 Testigo 2 Tratamiento 2

sn/t 30 °C 30 °C Temp. Temp.

Temperatura Ambiente  Ambiente (26°C)
(26°C)

Sedimento con sn/s sn/s 10 kg sn/s 10 kg

HC

No. de 15 org. 15 org. 15 org. 15 org. 15 org.

organismos

Tiempo de 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias

exposicion

Para este bioensayo se consideran como réplicas el nimero de organismos
expuestos en cada tratamiento. Con la finalidad de mantener las condiciones
adecuadas para los organismos se monitore0 diariamente la temperatura, salinidad y

el nivel de agua de los microcosmos.
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4.2.2 Extraccion y cuantificacion de hidrocarburos

4.2.2.1 Sedimento

Para determinar la cantidad de hidrocarburos (HC) en los sedimentos a los cuales
estuvieron expuestos los organismos en los diferentes tratamientos, se realizé la
extraccion y cuantificacion del contaminante siguiendo la técnica del método de
reflujo utilizando el equipo Soxhlet, tomando como referencia los métodos D5369-93
ASTM (2003) y 3540 C y 3541 de US EPA (1994, 1996) y de acuerdo a Fernandez et

al., 2006.

2.2.2 Organismos

Terminado el tiempo de exposicion se determind la bioacumulacién de HC en todos
los organismos de los diferentes tratamientos. Para este proceso se realizO una
diseccion para extraer las génadas la cuales fueron fijadas en una mezcla de Buffer
PBS adicionando para-formaldehido para histologia al 4% para su posterior
utilizacion. El resto de cada organismo fue congelado con nitrogeno liquido y
macerado, a continuacion fue secado en una estufa (FELISA) a 35°C por 24 horas
con la finalidad de eliminar la humedad y obtener el peso neto de cada organismo.
Para determinar la bioacumulacion de HC de cada organismo se utilizé el método de

reflujo utilizando el equipo Soxhlet.
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Una vez, obtenidos los valores de extraccion de HC se llevd a cabo la cuantificacion
utilizando la siguiente férmula segun Garcia (2005), donde se obtiene el porcentaje

del extracto obtenido:

% de extracto obtenido = A—-B *100
C

Donde:
A=Peso del matraz mas extracto obtenido
B= Peso constante del matraz vacio

C= gramos de muestra

4.2.3 Parametros bioldgicos

4.2.3.1 Determinacion de tallas

Para llevar a cabo la determinacion de tallas se realizO una biometria inicial,
calculando la longitud (mm) de cada uno de los organismos, con ayuda de un vernier
entre el umbo y la valva central. Los resultados obtenidos fueron comparados con los
estdndares para la determinacion de tallas determinados por Palacios y Vargas,

2002.
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4.2.3.2 Tasa de sobrevivencia
Para determinar la sobrevivencia de los organismos a los 30 dias de exposicion de
los tratamientos se utilizo la siguiente formula:

TS = (No. Final de organismos/No. Inicial de organismos) * 100

4.2.3.3 Comparacion de peso promedio

Para determinar el peso promedio de los organismos se llevaron a cabo tres
biometrias durante el tiempo de exposicion el cual durd 30 dias; al dia 1, dia 15 y dia
30 respectivamente, donde se calcul6é el peso con ayuda de una balanza analitica
(Labtron C Scientific, 4000g X.0.1 g). Los resultados obtenidos fueron comparados y

analizados estadisticamente.

4.2.3.4 ldentificacion de sexos
La identificacibn de sexos se realiz6 analizando los cortes histolégicos de las
gonadas, se observo con ayuda de un microscopio compuesto (NIKON) la presencia

de gametos sexuales masculinos (espermatogonias) o femeninos (ovocitos).

4.2.4 Analisis histologico

Este proceso se llevé a cabo al final del tiempo de exposicion de los tratamientos,
con las gbnadas previamente fijadas en el proceso de diseccién, por lo cual las
muestras fueron sometidas a bafios en sacarosa a diferentes concentracion; 10%,
20% y 30% por 24 horas o hasta que las muestras se coloquen en el fondo de los

frascos donde se encuentren. Terminado el proceso de bafios en sacarosa, se llevo
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a cabo la inclusién en resina (NEG 50) en microtubos de plastico, manteniéndolos
por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurridas las 24 horas se realizé el
proceso de corte utilizando un micrétomo criostato (Microm) a -25°C, realizando
cortes transversales de las génadas con un grosor de 7 um los cuales fueron
colocados en porta objetos esmerilados (Corning) previamente bafados en poli L

lisina al 1% (Sigma aldrich).

Una vez obtenidos los cortes se llevé a cabo una tincion celular, para lo cual se
utilizo la técnica de Hematoxilina-Eosina, para mejorar la apreciacion de la estructura
celular. Los porta objetos con los cortes obtenidos fueron analizados con ayuda de
un microscopio compuesto (NIKON), se determiné el estadio gametogénico en el que

se encontraba el organismo y a su vez se identificé el sexo de cada uno de ellos.

4.2.5 Analisis Estadisticos

Para determinar la dispersion o varianza de los resultados obtenidos respecto a los
pardmetros biolégicos y a la cuantificacion de hidrocarburos extraidos de los
organismos, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa

estadistico Rx64 (version 2.12.0).
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RESULTADOS

5.1 Extraccion y cuantificacion de hidrocarburos

5.1.1 Sedimento

Del primer objetivo planteado para este trabajo se llevd a cabo la extraccion y
cuantificacion de hidrocarburos presentes en los sedimentos utilizados durante la
fase experimental, con lo cual se determin6 que los organismos estuvieron expuestos
a una concentracion de 929.29 mg/kg de HC, lo que se clasifica como fraccion
mediana, basado en la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 la cual establece los limites
maximos permisibles, donde cataloga como fraccion mediana las concentraciones de

HC superiores a los 500 mg/kg HC y menores a 5,000 mg/kg HC.

5.1.2 Organismos

Cumpliendo el segundo objetivo se llevo a cabo la extraccién y cuantificacion de
hidrocarburo bioacumulado en el total de los organismos utilizados en la fase
experimental. Se observé que los individuos del tratamiento blanco el cual estuvo
libre de HC y a una temperatura de 26°C, obtuvo el promedio de HC mas bajo en
comparacion del resto de los tratamientos puesto que solo el 20% del total de
organismos analizados presentaron contenido de HC, obteniendo un valor promedio
de 18 mg de HC. En relacién al Ttl el cual tampoco contenia HC y estuvo expuesto a
una temperatura de 30°C obtuvo un resultado promedio de 29 mg de HC en el 30%

del total de la biomasa. El registro de bioacumulacién mas alto se present6 en el T1
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mismo que contenia alrededor de 20 kg de sedimento contaminado con HC y 30 °C,
ya que en el 100% de los organismos se registré un promedio de 118 mg de HC
bioacumulado. Al llevar a cabo el andlisis estadistico ANOVA se obtuvo un resultado
de p=0.001 con lo cual se comprobd que existen diferencias significativas entre los
promedios de bioacumulacion antes mencionados. En base a la prueba Tukey se
concluyé que el T1 presentd diferencias altamente significativas con respecto al
tratamiento blanco y Ttl ya que se obtuvieron valores de p=0.0001 y p=0.0006

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2.Valores promedio de bioacumulacion de HC en organismos del tratamiento

Blanco, Ttl (26 °C) y T1 (30°C+HC).
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Respecto a los Tt2 y T2, el promedio mas bajo de contenido de HC se estimé en los
organismos expuestos al Tt2, el cual no fue expuesto a HC, con un contenido
promedio de 25 mg del contaminan y se determind Unicamente en el 30% del total de
organismos procesados. El tratamiento T2 el cual contenia sedimento con HC y fue
expuesto a 26°C present6 el indice mas alto de bioacumulacién con un promedio de
83 mg de HC, el cual estuvo presente en el 100% de los organismos. Al realizar el
analisis estadistico ANOVA se determind que existen diferencias altamente
significativas (p=0.0001) entre el contenido de HC estimado en los organismos de los
diferentes tratamientos. Al desarrollar la prueba de Tukey se defini6 que el T2
presentd diferencias altamente significativas del resto de los tratamientos (p<0.05)

(Figura 3).
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*Los tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa
Figura 3. Valores promedio de bioacumulacion de HC en organismos del tratamiento

Blanco, Tt2 (26 °C) y T2 (26°C +HC).
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Al llevar a cabo el analisis estadistico ANOVA entre todos los tratamientos se
establecié que existen diferencias significativas entre ellos (p<0.05), de acuerdo a la
prueba de Tukey se observd que el T1 y el T2 presentan diferencias altamente

significativas del resto de los tratamientos, dado que los valores obtenidos de p<0.05

(Figura 4).
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Figura 4. Valores promedio de bioacumulacion de HC en organismos de los

diferentes tratamientos.
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5.2 Parametros bioldgicos
Como parte del tercer objetivo planteado se llevo a cabo la determinacion de tallas
iniciales de los organismos, la tasa de sobrevivencia, la comparacion del peso

promedio de los organismos y la determinacién de sexos.

5.2.1 Determinacion de tallas

En base a la biometria inicial realizada a todos los organismos utilizados en los
diferentes tratamientos se definié una talla promedio de 80 mm = 0.3 de longitud.
Todos los organismos utilizados para este trabajo pertenecen a la etapa adulta ya
gue sobrepasan la talla de 40 mm, rango a partir del cual son considerados de

acuerdo a lo sefalado por Palacios y Vargas (2002).

En el T2 se registré la talla menor con una longitud de 82 mm * 0.6, los organismos
con la talla méas alta fueron los pertenecientes al T1 con una longitud de 91 mm + 0.8
mientras que el resto de los organismos presentaron longitudes muy similares, ya
gue arrojaron valores promedio de 85, 86 y 87 mm para los tratamientos Blanco, Ttl
y Tt2 respectivamente. En base a la prueba estadistica ANOVA se determind que no
existen diferencias significativas entre las tallas de los organismos dado que el valor

de p>0.05 (Figura 5).
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Figura 5. Talla promedio inicial de los organismos utilizados en los diferentes

tratamientos.

5.2.2 Tasa de sobrevivencia (TS)

En relacion a la tasa de sobrevivencia de los tratamientos expuestos a 30 °C, se
observo que entre los 0-15 dias el T1 (30 °C + HC) fue el Unico tratamiento donde la
TS disminuy6 hasta el 73% mientras que el resto de los tratamientos mantuvieron el
100% de sobrevivencia. En base al estadistico correspondiente ANOVA donde el
resultado de p=0.001 se defini6 que existen diferencia significativas entre los
tratamientos y con la prueba estadistica Tukey se estableci6 que el Tl es

estadisticamente diferente de los tratamientos Blanco y Tt1.
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Durante los 15-30 dias del tratamiento, se observé que nuevamente el T1 presento
una mayor disminucion de la TS con un porcentaje final del 53%, entretanto los
tratamientos Blanco y Ttl obtuvieron un porcentaje final del 93% y 86% de
sobrevivencia respectivamente. En este caso se especificO que existe diferencia
significativa entre los porcentajes de la TS de los tres tratamientos, de acuerdo al

estadistico correspondiente donde el valor de p=0.001 (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de los tratamientos blanco, Ttly T1.
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La TS estimada en los tratamientos expuestos a 26 °C Blanco, T2 y Tt2, se
determind que durante los 0-15 dias todos los tratamientos mantuvieron el 100% de
sobrevivencia, mientras que durante los 15-30 dias restantes los porcentajes
disminuyeron al 93% de sobrevivencia, en ambos periodos de tiempo no se
establecieron diferencias significativas, ya que en base al estadistico ANOVA

desarrollado se obtuvieron resultados de p=0.376 y 0.377 respectivamente (Figura

7).
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Figura 7. Porcentaje de sobrevivencia de los tratamientos blanco, Tt2 y T2.
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Al realizar el andlisis estadistico ANOVA de todos los tratamientos durante los 0-15
dias del experimento se obtuvo un valor de p=0.001 por lo que se precisé que existen
diferencias significativas entre los porcentajes de la TS. Como resultado de la prueba
de Tukey se definid que la TS del T1 presentd diferencias altamente significativas

(p<0.05) del resto de los tratamientos.

Durante los 15-30 dias de exposicion también se observaron diferencias
significativas debido a que el valor obtenido de p=0.001 al comparar todos los
tratamientos. En base a la prueba de Tukey correspondiente se determind que los
tratamientos Ttl y T1 presentan una TS estadisticamente diferente del resto de los

tratamientos, ya que los valores de p<0.05 (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de sobrevivencia de los diferentes tratamientos.
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5.2.3 Comparacion del peso promedio

La comparacion del peso promedio realizada a los 0-15 y 15-30 dias se determiné
gue los organismos del tratamiento blanco no presentaron grandes variaciones
debido a que se estimaron diferencias de 0.4 gr entre cada uno de los pesos
promedio estimados. Los organismos del Ttl presentaron un aumento del 2.5 gr
durante los primeros 15 dias, sin embargo en la Ultima biometria realizada
disminuyeron un promedio de 4.4 gr. En relacion a los organismos del T1 se observé
un aumento del 0.9 gr a la mitad del tratamiento, mismo que disminuy6 0.5 gr a los
30 dias. Al realizar el analisis estadistico (ANOVA) se determind que no existen

diferencias significativas (p= 0.08) entre los pesos promedio de los tratamientos

(Figura 9).
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Figura 9. Peso promedio de los tratamientos expuestos a 30 °C.
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Con respecto a los tratamientos expuestos a temperatura ambiente (26°C), se
describi6 que durante los primeros 15 dias el peso promedio de los organismos de
los tratamientos Tt2 y T2 aumentd 1.6 gr y 0.5 gr respectivamente. Durante los
ultimos dias ambos tratamientos registraron una disminuciéon de peso promedio de
0.9 gry 0.7 gr respectivamente. Al analizar estadisticamente los resultados de estos
tratamientos y el tratamiento blanco, no se encontrd la existencia de diferencias
significativas entre las estimaciones del peso promedio ya que el valor de p=0.126.

(Figura 10).
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Figura 10. Peso promedio de los tratamientos expuestos a 26 °C.
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5.2.4 Determinaciéon de sexos

Respecto a la identificacion de sexos se determind que en los tratamientos testigos;
blanco (26°C), Tt2 (26°C) y Ttl (30°C) se cuantific6 el mayor porcentaje de
organismos hembras, entre el 61% y 64%, sin embargo Unicamente en los
tratamientos expuestos a 26°C; blanco y Tt2 se desarrollaron organismos machos
con un porcentaje del 28% y 21% respectivamente y en menor cantidad organismos
indefinidos. En los tratamientos T1 (30°+CH) y T2 (26°+CH) predominaron los
organismos considerados como indefinidos con valores del 75% y 42%, en menor

cantidad se identificaron ejemplares hembras con el 25% y 58% respectivamente

(Figura 11).
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Figura 11. Porcentajes de identificacién de sexos de los diferentes tratamientos.
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5.3 Analisis histologico

5.3.1 Desarrollo gonadal

Para cumplir el cuarto objetivo, se establecié que los organismos expuestos al TT1
(30°C) y T1 (30°C+HC) presentaron un menor desarrollo visible de la gbnada, ya que
en los organismos pertenecientes al tratamiento blanco, el cual fue expuesto a 26°C
y libre de contaminantes la génada se observd a simple vista como una masa de

coloracion blanco-beige que recubre la parte superior del area visceral (Figura 12).

Figura 12. Organismos expuestos a 30 °C donde se observa la ausencia de gonadas
desarrolladas (punta de flecha), br; branquia, mv; masa visceral. A) Organismo
perteneciente al TB donde se aprecia a simple vista la génada, B) Organismo
perteneciente al T1, C) Organismo perteneciente al TT1.
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En el caso de los organismos expuestos al Tt2 (26 °C) y T2 (26 °C +HC) se logro
apreciar el desarrollo de las génadas, aun en organismos expuestos a HC, ya que al
realizar la diseccion de los organismos la gbnada se aprecio a simple vista, al igual

gue en los organismos expuestos al tratamiento blanco (Figura 13).

Figura 13. Organismos expuestos a 26 °C donde se puede observar la presencia de
gonadas desarrolladas (punta de flecha), branquias; br, A) Organismo perteneciente
al TB, B) Organismo perteneciente al TT2, C) Organismo perteneciente al T2.

Al realizar el analisis de los cortes histologicos de las gonadas extraidas se logro
identificar el estado gonéadico de los organismos en base a los estados de desarrollo

gonadico gametogénico descritos por Baqueiro et al., 1992 y Sevilla 1993.
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En relacion a los tratamientos considerados como testigos; tratamiento blanco y el
Tt2 en los cuales los organismos estuvieron expuestos a 26 °C sin presencia de HC
se determind que las hembras se encontraban dentro de la fase de gametogénesis
avanzada, en ellos se pudo apreciar la poca cobertura de tejido conjuntivo (tc) y el
desarrollo de foliculos (f) (Figura 14 A) con presencia de ovocitos (ov) en formacion
adheridos a las paredes foliculares (pf) (Figura 14 B). En algunos casos se
observaron agrupaciones de foliculos anastomosados (fa) que comparten las
paredes foliculares (Figura 14 C) y en donde se distinguieron ovocitos en desarrollo
(Figura 14 D). En el caso de los machos se identificaron dos fases, la primera de
ellas fue la gametogénesis inicial en la cual se observé el desarrollo de foliculos y
espermatogonias (eg) sobre el tejido conjuntivo (Figura 14 E). La segunda fase
determinada fue la gametogénesis avanzada distinguiendo la reduccion del tejido

conjuntivo (tc) asi como el desarrollo de espermatocitos primarios (ep) (Figura 14 F).
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Figura 14. Crassostrea virginica vista al microscopio, A) Hembra gametogénesis
avanzada, B) Detalle de fig. 14A, C) hembra gametogénesis avanzada, D) Detalle de
fig. 14C, E) macho gametogénesis inicial, F) gametogénesis avanzada; tc tejido
conjuntivo, f foliculos, ov ovocito, pf pared folicular, fa foliculos anastomosados, eg

espermatogonias, ep espermatocitos. H-E
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Con respecto al tratamiento testigo 1 (Ttl) el cual fue expuesto Unicamente a una
temperatura de 30 °C se describi6 que los organismos pertenecian a la fase de
desarrollo de gametogénesis inicial, dado que se distinguié una amplia cobertura de
tejido conjuntivo (tc) donde se apreciaron foliculos en formacion (f) en modo de

islotes (Figura 15 A y C), mismos que carecian de ovocitos adheridos a las paredes

foliculares (pf) (Figura 15 By D).

Figura 15. Crassostrea virginica vista al microscopio organismos hembra, A)
Gametogénesis inicial, B) Detalle de fig. 15 A, C) Gametogénesis inicial, D) Detalle
de Fig. 15; tc tejido conjuntivo, f foliculos, pf paredes foliculares. H-E
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En el caso de los organismos expuestos a sedimentos contaminados con
hidrocarburos y a una temperatura constante de 30 °C (T1), se observo que la
mayoria de los organismos presentan una total cobertura de tejido conjuntivo (tc) con
presencia de células mesenquimatosas (cm)(Figura 16 A y B), sin embargo no se
logré definir alguna de las etapas de desarrollo gametogénico, no obstante en casos
aislados se identificd la etapa de gametogénesis inicial donde se pudo distinguir el
desarrollo de foliculos en modo de islotes (f) (Figura 16 C) carentes de ovocitos en

desarrollo en sus paredes foliculares (pf) (Figura 16 D).

Con respecto al T2 expuesto a sedimento contaminado con HC a una temperatura de
26 °C, se redujo el numero de organismos indefinidos ya que se observaron
organismos dentro de la etapa de gametogénesis inicial donde el tejido conjuntivo
(tc) en su mayoria es cubierto por el desarrollo de foliculos (f) (Figura 16 E) con
presencia de ovocitos inmaduros (ov) adheridos a las paredes foliculares (pf) (Figura

16 F).
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Figura 16. Crassostrea virginica, vista al microscopio. A y B) fase indeterminada, C)
gametogénesis inicial, D) Detalle de fig. 16B, E) Gametogénesis inicial, F) Detalle de
Fig. 16E; tc tejido conjuntivo, cm célula mesenquimatosas, f foliculo, pf pared

folicular, ov ovocito. H-E
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DISCUSION
En el presente trabajo se evalu6 la influencia de la temperatura en la acumulaciéon de
hidrocarburos (HC) en organismos de C. virginica en condiciones de laboratorio,
dado que los contaminantes organicos e inorganicos tienen la capacidad de persistir
en el ambiente presentan un peligro al acumularse en los tejidos de los organismos.
Existen diversos factores que influyen en el proceso de bioacumulacién, como el tipo

de contaminante y las condiciones ambientales entre ellas la temperatura (Hill, 2010).

Durante este trabajo los organismos fueron expuestos a sedimento contaminado con
hidrocarburos, con una concentracion de 929.29 mg/kg de HC clasificado como
fraccion mediana, de acuerdo a la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, este resultado es
alto comparado con el trabajo realizado por San Martin et al.,, 2012, donde al
cuantificar la concentracion de HC en sedimento colectado en la misma éarea de
muestreo, determinaron un valor de 440.088 mg/kg de HC catalogado como de
fraccion ligera, segun la norma antes mencionada. Esta diferencia de resultados
puede deberse a factores como el punto de muestreo seleccionado dentro de la
misma area y la cantidad de muestra colectada, ademas de factores como la

topografia y la direccion del flujo del manto freatico (Fernandez et al., 2006).

Diversos trabajos han evaluado el grado de contaminacion en sedimentos posterior a
derrames de HC, como el elaborado por Mille et al., 1998 quienes después de 13
afios del derrame conocido como “Amoco Cadiz” reportaron una concentracion de
947 mg/kg de HC en el medio marino, esta cifra resulté muy similar a lo establecido

en los sedimentos utilizados en este trabajo.
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En otras investigaciones posteriores a derrames de HC como las realizadas por
Tronzynski et al., 2004 tras el derrame ERIKA y Franco et al., 2006 perteneciente a la
compafila B/T PRESTIGE, calcularon cantidades menores a las reportadas en el
presente trabajo con cuantificaciones de 5.15 mg/kg de HC y 422 mg/kg de HC
respectivamente. Las altas concentraciones de HC presente en el sedimento
utilizado en este trabajo es influenciado por el severo grado de contaminacion en el
ambiente acuatico y terrestre del sitio de colecta, como resultado de la explosién del
pozo de exploracion a cargo de la empresa Pearson and Son en el afio 1908 el cual
en la actualidad no cuenta con las medidas de control y remediacion necesarias por

lo que la presencia de crudo en el ambiente es constante.

En relacion a la cantidad de HC estimada en el tejido suave de los organismos, se
determind que el valor promedio mas alto se registré en los individuos expuestos a
30°C (T1) con un promedio de 118 mg /kg HC, el 100% de los organismos expuestos
al tratamiento presentaron contenido de HC en sus tejidos. La concentracion maxima
estimada en este trabajo es menor a la sefialada por Torres et al., 2012 ya que
cuantificaron un promedio de 584.33 mg/kg HC en organismos de C. rhizophorae tras
30 dias de exposicion con concentraciones de hasta 1,406.13 mg/kg HC en

condiciones naturales, durante las temporadas de invierno y verano.

Los valores mas bajos de bioacumulacion de este trabajo se presentaron en los
organismos de los tratamientos testigo; blanco, Ttl y Tt2, con concentraciones del
18, 29 y 25 mg/kg HC respectivamente, el contenido de HC se presentdé en menos

del 30% de los organismos. La presencia de HC en los tejidos de los individuos
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puede estar relacionada a la capacidad de acumular contaminantes del sitio de
colecta y a la poca eliminacion del mismo durante el proceso de purga. Este
comportamiento fue similar al observado por Di Salvo et al, 1975 donde
comprobaron que organismos de Mytilus edulis acumularon grandes cantidades de
HAP durante 5 dias de exposicion y tras una semana de depuracion los niveles
fueron normales, por otra parte Kelly et al., 2008 determiné concentraciones por
encima de las cuantificadas en los organismos testigos de este trabajo, estimando un
promedio de 66 mg/kg HC en organismos de Ostrea edulis 10 meses después de un

derrame de mas de 10,000 toneladas en el mar mediterraneo.

La presencia de HC en algunos organismos aun después del proceso de purga,
puede ser consecuencia de una tasa de eliminacion mas lenta, causada por el
tiempo de exposicion y niveles de concentracion del contaminante lo que
habitualmente provoca la permanencia de pequefias cantidades en el interior de los

organismos (Iniesta y Blanco, 2005).

Al exponer a los organismos a ambientes contaminados con HC pero a una
temperatura de 26 °C; T2, se calculé un promedio de 83 mg /kg HC, este resultado
es mayor que lo reportado por Luchmann et al.,, 2011 quienes determinaron
concentraciones maximas de 0.292 mg/kg durante 96 horas de exposicion a

derivados de hidrocarburo (diésel) en condiciones de laboratorio.

Entre la concentracion de HC presentes en organismos expuestos a diferentes

temperaturas, se detallé que la concentracion fue mayor en organismos expuestos a
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30°C por lo que se estim6 una diferencia de 35 mg de HC entre el T1 y T2, sin
embargo esta diferencia no fue significativamente diferente (p>0.05), este resultado
es similar al sefialado por Torres et al., 2012, al no encontrar diferencias
significativas en los niveles de acumulacién de organismos expuestos a ambientes
contaminados con HC, en dos temporadas del afio en condiciones naturales. Las
diferencias en los niveles de acumulacion de los organismos en este trabajo podrian
haber sido influenciado por diversos factores tales como el grado de contaminacién
(Establier 1977; Lépez, 1989; Bou et al., 1995 y Blasco et al., 2003), el tamafio, peso,
diferencias fenotipicas, condiciones fisiolégicas asi como condiciones reproductivas

(Martin et al., 2006).

En relacion a este trabajo, existen otras investigaciones como la de Ivanina et al.,
2009, donde se evalud la influencia de la temperatura al utilizar las heat shock
proteins (HSP) como un bioindicador de bioacumulacién de Cd en organismos de C.
virginicia, con lo cual establecié que la expresion de las HSP es mayor cuando los

organismos se exponen a rangos de temperatura de entre 28-40 °C.

En cuanto a los organismos utilizados en este trabajo se precis6 que el total de los
individuos pertenecen a la etapa adulta segun lo estipulado por Palacios y Vargas
(2002), este resultado es similar a lo determinado por Vidal Brisefio (2012) y Fuentes

Pérez (2010),

Con respecto a la tasa de sobrevivencia (TS) de los organismos se determind que

este parametro esta altamente influenciado por la exposicibon a HC con una
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temperatura de 30°C, ya que durante los 0-15 dias los organismos pertenecientes al
T1 (HC -30°C) fueron los Unicos organismos que presentaron disminucién de la TS
de hasta el 73%, mismos que durante los 15-30 dias del tratamientos redujeron hasta
el 53% mientras que los organismos expuestos a HC con una temperatura de 26 °C

(T2) presentaron una TS final del 93%.

Al evaluar Unicamente el efecto de la temperatura sobre la TS, se logré determinar
gue este parametro afecta la sobrevivencia de los organismos en menor medida que
la presencia de HC, sin embargo en el Ttl (30 °C) se establecio la menor tasa de
sobrevivencia en comparacion con los organismos pertenecientes al Tt2 (26 °C),
obteniendo una TS final del 88%. La influencia de la temperatura sobre la TS
estimada en este trabajo concuerda con lo descrito por Mazoén et al., 2001; Chavez y
acosta 1995; Contreras et al., 2006 y Osuna Duarte, 2006 quienes reportaron
mortalidades en condiciones ambientales de 30°C afectando principalmente a

organismos adultos en condiciones naturales.

Los organismos correspondientes a los tratamientos Tt2 y blanco (26 °C) registraron
una TS final del 93%, lo antes mencionado es similar a lo reportado por Diniz et al.,
2008, quienes sefalaron el 100 % de sobrevivencia de organismos de Corbicula
fluminea al exponerlos a una temperatura por debajo de los 26°C durante 28 dias en

condiciones de laboratorio.

La tasa de sobrevivencia puede estar relacionada con una respuesta de adaptacion

por parte de los organismos tras un periodo de mayor sensibilidad, que se acentia
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con la presencia de agentes estresores como la temperatura y los HC. La salud de
los organismos asi como el estadio gametogénico, son dos factores que influyen en
la sobrevivencia de los organismos en condiciones de elevadas temperaturas (Quik,

1971).

En base a las biometrias realizadas se observo que las diferencias entre el peso
promedio de los tratamientos no representaron diferencias significativas. Resultados
similares detallo Rudy et al., 1975, ya que al exponer organismos C. virginica a
ambientes con temperaturas distintas en condiciones naturales no registré6 cambios

significativos en el peso de los organismos.

En relacion a la identificacion de sexos se observO que este parametro fue
influenciado por la exposicion a un ambiente con sedimento contaminado con HC,
debido a que en los tratamientos Tl y T2, se identificO el mayor namero de
organismos considerados como indefinidos con porcentajes del 75% y 42%, y en
menor proporcion se observo la presencia de organismos hembras con el 25% y 58%
respectivamente. La presencia de organismos considerados como indefinidos es
consecuencia del poco o nulo desarrollo de las génadas, se ha determinado que la
exposicién de organismos bivalvos a fuentes de contaminacién como hidrocarburos o

metales pesados afecta el desarrollo gametogénico (Rudy et al., 1975).

La exposicion de organismos a ambientes libres de HC (testigos) generé una mayor
predominancia de organismos hembra, obteniendo porcentajes entre el 61% (30 °C)

y el 64% (26 °C). Sin embargo Unicamente la exposicion a 26 °C; tratamiento blanco
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y Tt2, genero el desarrollo de organismos machos con porcentajes entre el 21y 28%
respectivamente por lo que la presencia de organismos indefinidos fue menor al
14%. En los organismos expuestos Unicamente a 30 °C (Ttl) el desarrollo de

organismos machos fue nulo y el porcentaje de organismos indefinidos fue del 38%.

El favorecimiento de temperaturas por debajo de los 30 °C en el desarrollo de
organismos hembras coincide con lo estimado por Oliver et al.,, 2001, quienes
describieron mayor presencia de hembras en condiciones naturales con
temperaturas entre los 22°C y 25 °C. Algunos de los factores como la disponibilidad
de nutrientes y condiciones ambientales favorables, es decir sin presencia de HC y
altas temperaturas, pudieron haber influido en el desarrollo de organismo hembras

en ostiones maduros (Sevilla Hernandez, 1993).

Existen pocos trabajos donde se determine el dafio gonadal causado por la
exposicion de HC vy la influencia de la temperatura, en el presente trabajo se
describieron los efectos de las dos variables en el proceso gametogénico. En base a
los resultados obtenidos se determiné que los organismos expuestos a 30 °C en
presencia de HC presentaron afectaciones en el desarrollo visible de las gbnadas, ya
gue al comparar estos organismos con los considerados como testigos, se logré
identificar a simple vista la presencia de las gonadas desarrolladas sobre la glandula
digestiva. Este resultado difiere de lo sefialado por Rudy et al., 1975, al observar la
maduracion temprana de gonadas expuestas en un ambiente relacionado con un
canal de descarga de una planta hidroeléctrica con temperaturas de hasta 29 °C sin

presencia de HC. El mismo autor sefiala que esta condicion favorece la produccion
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de alimento para los organismos en condiciones naturales, produciendo las

condiciones necesarias para una maduracion gonadal temprana.

Al analizar histolégicamente las gonadas, se observd que la presencia de HC y
ambientes con una temperatura de 30 °C, no genero ningun tipo de célula anormal, a
diferencia de lo sefialado por Gold et al., 1995, quienes al analizar organismos de C.
virginica provenientes de lagunas contaminadas por metales pesados y HC
determinaron dafios histopatologicos en branquias, tracto digestivo, diverticulo
digestivo y tejido conectivo, provocando histopatologias como hiperplasia, edemas,
incremento de hematocitos, y necrosis, se considera que los dafios presentes en el
tracto digestivo dependen del estado de maduracion gonadal. No obstante no se

presentaron datos del estado gonadal.

En el presente trabajo se analizaron Unicamente las goénadas de los organismos sin
embargo no se detectd presencia de alguna histopatologia pero si se observaron
afectaciones relacionadas con desarrollo gametogénico. En los organismos
expuestos a sedimento con HC (T1 y T2) predominé el nimero de organismos que
no se encontraban dentro de alguna etapa de maduraciéon gonadal al apreciarse una
amplia o total cobertura de tejido conectivo sin desarrollo de gametos, este
comportamiento fue mayor al exponer a los organismos a ambientes con 30 °C (T1),
y contrasta con lo observado en los organismos de los tratamientos testigo;
tratamiento blanco, Tt2 y Ttl, los cuales no estuvieron en contacto con HC, por lo

gue predominaron los organismos dentro de la etapa de gametogénesis inicial y
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gametogénesis avanzada, apreciandose el desarrollo de ovocitos maduros y

espermatogonias dentro de los foliculos.

El escaso desarrollo gametogénico observado en los tratamientos expuestos a HC,
podria ser consecuencia de los productos toxicos derivados de la exposicion a 30 °C
de temperatura (Bertilsson y Widenfalk, 2002) ademéas de que influye de manera
importante principalmente ante la exposicion de metales pesados, provocando
efectos directamente en las reacciones fisiologicas (Hochachka y Somero, 2002;

Gordon, 2005; Sokolova y Lanning 2008).

Los resultados de este trabajo describen el grado de tolerancia de moluscos bivalvos
Crassotrea virginica a la exposicion de ambientes contaminados con HC a elevadas
temperaturas asi como los efectos en la bioacumulacion en el tejido blando de los
organismos y el desarrollo gametogénico, generando un posible panorama ante los
cambios de la temperatura global derivados del cambio climatico y la influencia en los

ambientes contaminados con hidrocarburos.
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CONCLUSIONES Y APLICACION PRACTICA

En el presente trabajo los organismos pertenecientes a los tratamientos T1 y
T2 fueron expuestos a sedimentos contaminados con hidrocarburos con una
concentracion de 929.29 mg/kg de HC, clasificado como fraccion ligera segun

la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003.

Los organismos expuestos a hidrocarburos con una temperatura ambiental de
30 °C, presentaron mayor contenido de hidrocarburos con un promedio de 118
mg/kg HC extraido del tejido blando, ya que en los organismos expuestos a
sedimento con hidrocarburos a 26° C se cuantificé un promedio de 83 mg/kg

HC. Obteniendo una diferencia de 35 mg de HC entre los tratamientos.

El total de organismos utilizados en todos los tratamientos pertenecen a la

etapa adulta.

La tasa de sobrevivencia (TS) de los organismos es influenciada por la
exposiciéon a ambientes con 30 °C de temperatura y su efecto es mayor en
presencia de HC (T1) obteniendo una TS del 53%, presentando los efectos

durante los 0-15 dias del tratamiento.
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e Los organismos expuestos a sedimento contaminado con hidrocarburo con
una temperatura ambiental de 26 °C (T2) no mostraron afectaciones

significativas en la TS, ya que obtuvieron un porcentaje final del 93%.

e Los tratamientos testigo presentaron la TS mas alta, obteniendo valores del
86% para los organismos expuestos a 30 °C, y el 93% para los tratamientos

con 26 °C respectivamente.

e EIl peso promedio de los organismos no fue afectado significativamente por la

exposicion a HC a distintas temperaturas.

e La exposicion de organismos a ambientes contaminados con HC afecto el
desarrollo de gametos sexuales por lo que la mayor presencia de organismos
indefinidos se observaron en el T1 (30 °C) y T2 (26 °C) con porcentajes del
75% y 42% respectivamente, observando un menor numero organismos

hembras equivalentes al 25% y 58%.

e Los tratamientos testigo fueron conformados principalmente por organismos
hembras con porcentajes entre el 61 y 64% sin embargo Unicamente en el
tratamiento blanco y Tt2 (26 °C) se identificaron organismos machos con una
cobertura del 28 y 21% respectivamente, resultando minoria los considerados

como indefinidos.
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El desarrollo visible de las génadas fue determinado en mayor medida por la
exposicion a HC y este a su vez fue influenciado por la exposicion a 30 °C de

temperatura.

Entre el 42 y 75% de los organismos expuestos a ambientes con HC (T1y
T2) no presentaron desarrollo gonadal, por lo que la identificacion dentro de
alguna fase gametogénica fue nula, presentdndose en menor proporcion

organismos en la fase de gametogénesis inicial.

Los organismos expuestos a ambientes libres de HC considerados como
tratamientos testigo, pertenecieron a dos fases gametogénicas;
gametogénesis inicial y avanzada, en las cuales fue evidente el desarrollo

de ovocitos maduros y espermatocitos.

El presente trabajo ofrece un panorama de las posibles afectaciones
reproductivas presentadas en el ostion americano Crassotrea virginica
causadas por la exposicion a HC y ambientes con altas temperaturas. Al ser
este organismo uno de los principales recursos pesqueros de la region, y
presentar disminucion en sus poblaciones en los dltimos afios, el presente
trabajo puede fungir como referencia para la elaboracion de estudios en
campo destinados a la busqueda de posibles dafios a nivel gonadal de los
organismos presentes en el ambiente ocasionados por los derrames de

hidrocarburos.
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