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RESUMEN
Los organismos que estan expuestos crénicamente a altas concentraciones de
metales pesados pueden presentar alteraciones en sus funciones bioldgicas. El puerto
minero de Santa Rosalia, Golfo de California, es una zona que presenta
concentraciones andmalamente altas de metales pesados en sus sedimentos marinos.
A pesar de la evidencia de contaminacion y de riesgo toxicoldgico potencial, se sabe
poco sobre los efectos adversos sobre la biota marina local. El presente trabajo, evalta
por primera vez el estado de salud reproductiva de la almeja chocolata Megapitaria
squalida en la regiébn minera de Santa Rosalia. Los resultados de esta tesis, estan
plasmados en tres capitulos que abordan aspectos sobre la condicion de salud
general, parasitologicos, histopatoldgicos, reproductivos y bioquimicos, que en
conjunto nos proporcionan un panorama de la condicion de salud reproductiva de M.
squalida en esta zona contaminada. En el capitulo 1, se evalué la condicion de salud
general mediante el analisis de tallas, indice de condicidn y relaciones peso—longitud.
Los resultados de este capitulo revelaron que las almejas de Santa Rosalia tienen un
estado de salud deteriorado en comparacién con las de otras zonas costeras de BCS,
evidenciado por su menor tamafo, baja condiciobn y un crecimiento alométrico
negativo. El capitulo 2 muestra una inusual castracion parasitaria dentro de los
foliculos gonadales, causada por el desarrollo de larvas de treméatodos digéneos. Su
alta intensidad provoc6é una respuesta inflamatoria, evidenciada por una intensa
infiltracibn hemocitica y la formacién de granulocitomas. El capitulo 3 muestra la salud
reproductiva de M. squalida deteriorada. Se registra por primera vez la ocurrencia de
neoplasia en la gbnada de M. squalida y su efecto en la reproduccién. Dicha neoplasia
corresponde al tipo germinoma y Unicamente se observO en machos (6.2% de
prevalencia). La afectacion tumoral se present6 con una intensidad desde baja hasta
alta, y en algunos casos, se observé la pérdida de la arquitectura gonadal con la
ruptura de la pared del foliculo. Se encontraron alteraciones histopatolégicas en la
gonada de M. squalida, las cuales corresponden a respuestas inflamatorias, procesos
degenerativos/progresivos, muerte celular y respuesta a agentes tipo bacteria. Por
altimo, en este capitulo, se muestran alteraciones en la reproduccion de M. squalida,

como la modificacién en tiempo, aparicion y duracion de cada fase reproductiva, asi

Xi



como la intensidad de desove. Se observé que el ciclo reproductivo de las hembras de
M. squalida es interrumpido por una intensa reabsorcion de ovocitos y una fase de
reposo y el porcentaje de almejas en madurez (3%) y en desove (27%) fue mas bajo
gue las almejas de San Lucas, al igual que el diametro de los ovocitos, el area folicular,
el numero de ovocitos por foliculo y las reservas energéticas. En conclusion, los
resultados de esta tesis indican que M. squalida en la regién minera de Santa Rosalia
presenta un estado de salud reproductiva deteriorado, lo cual sugiere un efecto
adverso en la gametogénesis, en la calidad de los gametos y por lo tanto en su
potencial reproductivo, correlacionado con la exposicion crénica a la alta

contaminacion por metales pesados.

Palabras clave: reproduccion, histopatologia, reservas energéticas, contaminacion

marina, metales pesados, Golfo de California, bivalvos.
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ABSTRACT
Organisms that are chronically exposed to high concentrations of heavy metals may
exhibit alterations in their biological functions. The mining port of Santa Rosalia, Gulf
of California, is an area that has anomalously high concentrations of heavy metals in
its marine sediments. Despite evidence of contamination and potential toxicological
risk, little is known about the adverse effects on local marine biota. The present work,
evaluates for the first time the state of reproductive health of the chocolate clam
Megapitaria squalida in the Santa Rosalia mining region. The results of this thesis, are
embodied in three chapters that address aspects of the general health condition,
parasitological, histopathological, reproductive and biochemical, which together
provide an overview of the reproductive health condition of M. squalida in this
contaminated area. In chapter 1, the general health condition was evaluated through
size analysis, condition index and weight—length relationships. The results of this
chapter revealed that the clams of Santa Rosalia have a deteriorated state of health in
comparison with those of other coastal zones of BCS, evidenced by their smaller size,
low condition and negative allometric growth. Chapter 2 shows an unusual parasitic
castration within the gonadal follicles, caused by the development of digenetic
trematode larvae. Its high intensity trigger an inflammatory response, evidenced by an
intense hemocytic infiltration and the formation of granulocytomas. Chapter 3 shows
the reproductive health impaired of M. squalida. The occurrence of neoplasia in the
gonad of M. squalida and its effect on reproduction is recorded for the first time. This
neoplasm corresponds to the germinoma type and was only observed in males (6.2%
prevalence). The tumor involvement was presented with an intensity from low to high,
and in some cases, the loss of the gonadal architecture with the rupture of the wall of
the follicle was observed. Histopathological alterations were found in the M. squalida
gonad, which correspond to inflammatory responses, degenerative/progressive
processes, cell death and response to bacterial agents. Finally, in this chapter,
alterations in the reproduction of M. squalida are shown, such as the modification in
time, appearance and duration of each reproductive phase, as well as the spawning
intensity. It was observed that the reproductive cycle of the females of M. squalida is

interrupted by an intense resorption of oocytes and a resting phase and the percentage
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of clams in maturity (3%) and in spawning (27%) was lower than the clams of San
Lucas, as well as the diameter of the oocytes, the follicular area, the number of oocytes
per follicle and the energy reserves. In conclusion, the results of this thesis indicate that
M. squalida in the Santa Rosalia mining region presents a deteriorated reproductive
health status, which suggests an adverse effect on the gametogenesis, on the quality
of the gametes and therefore on their reproductive potential, correlated with chronic
exposure to high contamination by heavy metals.

Key words: reproduction, histopathology, energy reserves, marine pollution, heavy
metals, Gulf of California, bivalves.
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1. INTRODUCCION

Las zonas costeras y las comunidades benténicas son de los ecosistemas de
mayor productividad bioloégica, con gran importancia econémica y ecoldgica; sin
embargo, también son de los mas gravemente afectados por la presencia de mezclas
complejas de contaminantes que impactan la salud de la biota y se manifiestan en el
detrimento de sus valores ecolégicos, lo cual plantea una preocupacion ambiental
significativa (Ruiz et al., 2011; Sheir et al., 2013). En México, muchos ecosistemas
costeros estan impactados por la contaminacién producto de diversas actividades
antropogénicas y muestran signos de degradacion ambiental (Garcia-Gasca et al.,
2010). Entre los contaminantes mas comunes que llegan a la zona costera
provenientes de diversas fuentes se encuentran los hidrocarburos poliaromaticos
(PAHS), los bifenilos policlorados (PCBs) y los metales pesados (Botello & Paez-
Osuna, 1986).

Particularmente, la exposicion crénica a altas concentraciones de
contaminantes esta tipicamente asociada con efectos deletéreos en los organismos,
los cuales se pueden observar en varias escalas de tiempo. A mediano y largo plazo,
se presentan alteraciones histoldgicas, bioquimicas y fisioldégicas que no involucran
estrictamente la muerte instantanea del organismo (Brungs et al., 1978), pero si
afectan de manera adversa e irreversible su estado de salud, lo cual se ve reflejado en
la poca capacidad de llevar a cabo algunas funciones biolégicas vitales para su
desarrollo, tales como el crecimiento y la reproduccion, ademas de una disminucién
en la resistencia a situaciones de estrés, lo que aumenta la susceptibilidad a presentar
agentes patogenos y parasitos (Dillon & Lynch, 1981; Paul-Pont et al., 2010;
Vaschenko et al., 2013). De manera particular, el deterioro de la reproduccion es una
de las consecuencias mas devastadoras de la contaminacién ambiental, ya que puede
conducir a cambios negativos a nivel poblacional (Weng & Wang, 2015). En general,
la reproduccion esté regulada por factores ambientales naturales como la temperatura
y la disponibilidad de alimento; sin embargo, la exposicion a contaminantes puede
interferir y con frecuencia dar lugar a su consecuente deterioro (Voets et al., 2006;
Giarratano et al.,, 2010). Lo anterior trae como consecuencia, alteraciones

histopatoldgicas en la gbnada (Tay et al., 2003), génadas indiferenciadas (Vaschenko



et al., 2013), retraso en la gametogénesis y la madurez sexual (Gauthier-Clerc et al.,
2002; Siah et al., 2003), intersexualidad (ovotestis), imposexo y hermafroditismo
(Stentiford & Feist, 2005; Zhou et al., 2008; Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville, 2010), baja
produccion de gametos, frecuencias de desove bajas y de corta duracién (Mouneyrac
et al., 2008; TIili et al.,, 2011), atresia de ovocitos y disminucion en el éxito de
fertilizacion (Vaschenko et al., 1997; Baussant et al., 2011), bajas concentraciones de
proteinas, deficiente movilidad de lipidos y disminucion de glucogeno esenciales para
la reproduccion (Leavitt et al., 1990; Ketata et al., 2007; Tlili et al., 2011).

Las investigaciones sobre las alteraciones en la reproduccion de moluscos
bivalvos son ecolégicamente relevantes, ya que estos organismos representan uno de
los grupos mas abundantes y diversos del bentos marino y son de gran importancia en
el funcionamiento de estos ecosistemas (DeFur et al., 1999; Nevesskaja, 2009),
ademas de formar una parte importante en la alimentacién y economia de los
habitantes de zonas costeras de todo el mundo (FAO, 2001). Ademas de su
abundancia, su amplia distribucién geogréfica, la forma de vida sésil, su modo de
alimentacion (filtradores de particulas en suspension), su amplia tolerancia a
fluctuaciones ambientales y a la capacidad para acumular contaminantes en sus
tejidos, ha llevado al uso de estos organismos como los mas importantes
bioindicadores de contaminacion en diferentes programas de monitoreo ambiental
alrededor del mundo (Goldberg, 1975; Rainbow, 1995; Boening, 1999; Zhou et al.,
2008).

La almeja chocolata Megapitaria squalida es uno de los bivalvos marinos de
mayor importancia comercial y de consumo a lo largo de las costas del Pacifico
mexicano (Arellano-Martinez et al., 2006). Esta especie ha sido usada como
bioindicador en estudios de salud del medio ambiente debido a su capacidad de
acumular metales pesados en sus tejidos (Méndez et al., 2006; Cadena-Céardenas et
al., 2009). Sin embargo, estos estudios solo se han enfocado en cuantificar la
concentracion de metales sin analizar un posible efecto biolégico y hasta el momento,
no existen estudios relacionados con la interrupcion de la reproduccion de M. squalida

ocasionada por algun agente estresante.



La region minera de Santa Rosalia, en el Golfo de California, México es una
Zzona gue presenta altas concentraciones de elementos potencialmente téxicos en los
sedimentos marinos provenientes de la antigua mineria y en el que se han reportado
valores anormales de Cu (3,390 mg kg™), Zn (1,916 mg kg™), Co (166 mg kg™), Mn
(6,770 mg kg™), Pb (226 mg kg™), y U (11.8 mg kg™?) (Shumilin et al., 2013), los cuales
son hasta unos 6rdenes de magnitud mas altos que en diversas areas costeras
paralelas dentro del Golfo de California (Mufioz-Barbosa & Huerta-Diaz, 2013) y
exceden significativamente los valores de referencia para la corteza terrestre y de las
guias de calidad ecotoxicolégica, lo que sugiere una alta posibilidad de riesgo
toxicoldgico para la biota marina. En consecuencia, se ha reportado que en esa zona
los mejillones Modiolus capax (Gutiérrez-Galindo et al., 1999; Mufioz-Barbosa &
Huerta-Diaz, 2013) y Muytilus edulis (Cadena-Céardenas et al.,, 2009) presentan
concentraciones de Cu hasta 11 veces mas altas que las de otras areas de la peninsula
de Baja California.

A pesar de la clara evidencia de contaminacion en el puerto minero de Santa
Rosalia y del riesgo toxicolégico potencial, se sabe poco sobre los efectos en la biota
bentonica marina local. Bajo este escenario, y considerando la importancia de analizar
el estado reproductivo de especies de importancia comercial y de consumo, el objetivo
del presente estudio fue examinar los efectos potenciales de la exposicion a largo
plazo a la contaminacion por metales pesados sobre algunas respuestas fisiologicas,
reproductivas y bioquimicas de M. squalida de la region minera de Santa Rosalia.

Los resultados de esta tesis, estan plasmados en diferentes capitulos que
abordan por primera vez de manera conjunta el estado de salud general y reproductiva
de M. squalida relacionado con la contaminacion por metales pesados. En el capitulo
1, se analiz6 la condicion fisioldgica general de M. squalida en el puerto minero de
Santa Rosalia mediante el analisis de tallas, indice de condicién y relaciones peso—
longitud, lo cual permitié elaborar un primer diagnéstico de la condicion de salud de la
almeja. Adicionalmente, estos resultados se compararon con los datos de almejas de
cuatro areas costeras de Baja California Sur (Laguna Guerrero Negro, Bahia
Magdalena, Bahia de La Paz y San Lucas) consideradas pristinas. El capitulo 2

corresponde al hallazgo de parasitos en la gébnada de M. squalida y a su efecto en la



salud reproductiva. Cabe destacar que los resultados de este capitulo corresponden
al primer registro de parasitos en M. squalida. El capitulo 3 se divide en tres subtemas:
1) el primer registro de la ocurrencia de neoplasia en los testiculos de M. squalida 'y su
efecto en la reproduccion. 2) el hallazgo de diversas alteraciones histopatolégicas en
la gbnada de M. squalida mediante un analisis cuantitativo y cualitativo, lo cual permitié
establecer el estado de salud del tejido gonédico. 3) cuantificacion de algunos metales
pesados (Co, Cu, Mn, Pb, Uy Zn) en el sedimento superficial marino de la zona costera
de Santa Rosalia, asi como en los tejidos de M. squalida (gbénada, glandula digestiva,
branquias, manto y musculo aductor). Ademas, se evalud su condicion reproductiva
mediante el analisis de las caracteristicas del ciclo reproductivo (modificacion en
tiempo, aparicion y duracion de cada fase reproductiva, intensidad de desove), el
andlisis cuantitativo de los ovocitos y del tejido gonadico, asi como el analisis de la
composicién bioquimica (carbohidratos, lipidos y proteinas) de los tejidos de M.

squalida y sus reservas energéticas esenciales para llevar a cabo su reproduccion.

2. ANTECEDENTES
Aspectos generales de los metales pesados

El término de metales pesados no esta bien definido cientificamente, diversos
autores los clasifican con base en distintas caracteristicas. Por ejemplo, dependiendo
del tipo de elemento, de sus concentraciones y de diversos criterios quimicos y fisicos,
los metales se pueden clasificar en ligeros, semi-metales y metales pesados. Clark
(2002), definié a los metales pesados como aquellos elementos quimicos que poseen
un peso atémico comprendido entre 63.55 (Cu) y 200.59 (Hg) y presentan una
densidad superior a 5 g cm=3, asi como un cierto grado de toxicidad, pudiendo causar
efectos nocivos en el ambiente en que se encuentran. De manera genérica, el término
metal pesado es empleado para definir a un conjunto de elementos quimicos a los
cuales se les atribuyen diferentes efectos de contaminacion, toxicidad y/o ecotoxicidad.
Phipps (1981) defini6 como metal toxico a aquel que pertenece a un grupo de
elementos que no tiene un efecto esencial ni es benéfico, pero que tiene efectos
nocivos en las funciones metabdlicas normales, incluso estando presente en

cantidades muy pequefias. También, algunos autores los clasifican como esenciales y



no esenciales (Barile, 2008). Los esenciales son necesarios en los organismos para
llevar a cabo el metabolismo celular, sintesis de proteinas, participacion en la
elaboraciéon de energia en las mitocondrias, ciclo de Krebs, metabolismo de
carbohidratos y lipidos, transporte de nutrientes y oxigeno a nivel celular y maduracion
celular, entre otras funciones. A pesar de la participacion como elementos esenciales,
un exceso en las concentraciones de estos elementos resulta perjudicial a la salud de
los organismos (Fig. 1) (Barile, 2008). Los no esenciales son aquellos que los
organismos no requieren para los procesos fisioldgicos y que aun en bajas

concentraciones, pueden resultar toxicos y perjudiciales para la salud (Kennish, 1997).

METALES ESENCIALES METALES NO ESENCIALES

ALTAMENTE TOXICO
DEFICIENCIA BENEFICIO TOXICO TOLERABLE TOxico DANO GRAVE PARA LA SALUD

OPTIMO

[ AL —

RESPUESTA

BAJO MODERADO CORRECTO ALTO EXCESIVO BAJO MODERADD ALTO EXCESIVO

Figura 1. Relacion entre la concentracion de metales esenciales y no esenciales con

la respuesta bioldgica de los organismos. (Modificado de Soto et al., 2003).

En la Tabla 1, se mencionan algunos de los principales metales pesados que
llegan al ambiente marino, sus fuentes de aporte, su participacibn como elementos
esenciales y su toxicidad. En el ambiente marino, los metales son emitidos y
distribuidos a través de diversas fuentes de aporte. De manera natural, estos
elementos son movilizados al mar por intemperismo y erosion de rocas, emisiones
volcanicas, incendios forestales, a través de ventilas hidrotermales y via atmosférica
principalmente. Las fuentes antropogénicas mas comunes son el aporte por drenaje
de residuos urbanos, actividades industriales, portuarias, turisticas, a traves de la

guema de combustibles del petrdleo, incineracion de desechos, uso de plaguicidas,
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fertilizantes utilizados en agricultura y actividades mineras. Los diferentes desechos
producidos durante la extraccion, fundicion y procesamiento de materiales metaliferos,
contribuyen como fuente importante de metales que finalmente entran al ecosistema
marino via arroyos, rios, escorrentias fluviales y via atmosférica (Adriano, 2001). Una
vez en el medio marino, los metales pesados se movilizan o transfieren por medio de
procesos fisicoquimicos en los cuerpos de agua; una fraccion de estos elementos se
mantiene disuelta o particulada y suspendida en la columna de agua, otra fraccion es
depositada en los sedimentos del fondo y otra fraccién biodisponible es capturada por
la biota (Fig. 2). Los metales que son bioacumulados y concentrados en los
organismos, pueden llegar a afectar la homeostasis de los procesos fisioldgicos y a su

vez, biomagnificarse en la cadena trofica.



Tabla 1. Metales pesados que llegan al ambiente marino, fuentes antropogénicas, funcion bioldgica y su toxicidad.

Elemento Fuente antropogénica Funcién biol6gica o esencial Toxicidad

Cadmio Mineria y fundicion, acabado de No esencial Alteracioén renal, hepatica, altamente cancerigeno,
metales, industria  del plastico, voémitos, diarreas, disfuncién renal, deformidades
microelectronica, fabricacién de pilas, esqueléticas, alteraciones en el sistema nervioso,
vertederos y eliminacién de desechos, alteraciones en la reproduccion y en el crecimiento.
fertilizantes de fosfato.

Cobre Mineria y fundicién, acabado de Forma parte de sistemas enzimaticos, Degeneracion hepética, irritacion en el tracto
metales, tratamiento de madera, contribuye a la formacién de glébulos rojos, gastrointestinal, ulceras e irritacion cutanea,
pesticidas, desaglies de minas. constituye el ndcleo de la hemocianina, envenenamiento.

pigmentos  respiratorios en  algunos
invertebrados.

Cromo Acabados de metales, industria del Participa en el metabolismo de la glucosa, Mutaciones genéticas, transformaciones celulares,
plastico, tratamiento de madera, cofactor de la insulina, participacion en el ulceracién de la mucosa, inhibicién de las funciones
refinerias, desechos urbanos, aguas metabolismo de lipidos y carbohidratos. respiratorias, cancer de pulmon, dafios al ADN.
residuales.

Fierro Manipulacion de residuos, mineria y Atomo central de la hemoglobina, esencial Irritacion gastrointestinal, siderosis, acumulacion en el
fundicion, drenaje de mineria. para el crecimiento, forma parte de algunas higado, alteraciones hepaticas, alteraciones en el

enzimas, importante en el metabolismo crecimiento.
celular.

Manganeso Mineria y fundicién, incineracion de Forma parte de tejidos conectivo y 6seo, Calambres, alucinaciones, convulsiones, neumonitis,
desechos, industria cristalera, importante en el crecimiento, metabolismo de alteraciones al sistema nervioso, sintomatologia
fertilizantes, manufactura de pilas. lipidos y carbohidratos, cofactor de enzimas.  neurotéxica.

Mercurio Actividades mineras y fundicion, No esencial Pardlisis, alteraciones de vista y oido, manifestaciones

acabado de metales, microelectrénica,
tratamiento de madera, vertederos y
eliminacion de desechos, industria
pirometallrgica, pesticidas, desagle
de minas.

neuroldgicas. Envenenamientos prenatales incluso en
ausencia de sintomatologia de la madre. Dafios en el
rifidon, higado y sistema cardiaco.



Niquel

Plomo

Zinc

Humo del tabaco, industria del hierro y
acero, acabado de metales,
manufactura de baterias, joyeria,
fundicion.

Mineria y fundicion, industria del hierro
y acero, refinerias, industrias de

pinturas, escape automotrices,
plomeria, manufactura de baterias,
pesticidas.

Mineria y fundicion, acabado de
metales, pesticidas, fabricacion de
baterias, recubrimiento de tejados,
incineracién de residuos,

Participacion en procesos enzimaticos,
activacion hormonal, metabolismo celular.

No esencial

Cofactor enzimatico, metabolismo de
proteinas y acidos nucleicos, colabora en el
funcionamiento del sistema inmunitario.

Dermatitis, desérdenes respiratorios y actividad
cancerigena, asma, irritacion pulmonar, retraso en el
crecimiento, hiperglucemia.

Desordenes neuroldgicos, envenenamiento,
convulsiones, pardlisis, inhibe el transporte de oxigeno
en la hemoglobina, crecimiento anémalo y efectos
teratogénicos.

Escalofrios, fiebres y nauseas, efectos en el
crecimiento y la reproduccién.
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Figura 2. Esquema general de algunas actividades antropogénicas y naturales que

aportan metales pesados al medio marino y su depositacion en el sedimento y

captacion por la biota. (llustracion: Josué Yee).

Biodisponibilidad, bioacumulacion, biomagnificacién y destoxificacion

Se define biodisponibilidad como la afinidad de un contaminante para ser
absorbido por un organismo vivo mediante procesos bioldgicos activos 0 procesos
pasivos de tipo fisico o quimico (Newman, 2014). Todos los organismos vivos estan
separados del medio en que viven por membranas celulares o epitelios compuestos
por una doble membrana lipidica con moléculas proteicas y canales cargados
electroquimicamente (Casado-Martinez, 2006). Por lo tanto, aquellos compuestos que
sean biodisponibles seran introducidos a través de las membranas biologicas de forma
pasiva 0 seran transportados mediante gradientes fisico-quimicos o sistemas
enzimaticos y pueden ser asi acumulados en los tejidos de los organismos (Casado-
Martinez, 2006). Todos los seres vivos incorporan cierta cantidad de algunos metales

para satisfacer los requerimientos minimos para su metabolismo (esenciales). Las



concentraciones en los tejidos de estos organismos marinos pueden ser reguladas
dentro de un intervalo natural de concentraciones, excepto cuando las concentraciones
ambientales alcanzan valores casi letales. Muchos de estos elementos esenciales son
incorporados a través de las membranas bioldégicas mediante bombas proteicas,
aungue la biodisponibilidad de un metal en solucién va a depender de su actividad,
entendida como la proporcién de metal que estd en su forma méas biodisponible
(Casado-Martinez, 2006).

La bioacumulacibn es un mecanismo celular basado en un sistema de
transporte de membrana mediante el cual se incorpora y retiene un contaminante
biodisponible en el tiempo a través de cualquier fuente externa, tales como el agua,
alimento, sustrato o aire (Fig. 3A). Por lo tanto se considera el resultado neto de la
incorporacion, distribucion y eliminacién de una sustancia en un organismo debido a
las multiples fuentes de exposicion (ECETOC, 1996). Una vez en el citoplasma de la
célula, el metal puede ser “secuestrado” por proteinas ricas en grupos sulfhidrilos o tiol
(formado por un atomo de azufre y un atomo de hidroégeno) o bien englobados en las
vacuolas para posteriormente ser excretados o eliminados (Lovley, 2000). Algunos
compuestos muy solubles pueden ser rapidamente excretados por difusion, por
transformacion metabdlica o transporte activo y por lo tanto, las concentraciones en
los tejidos se mantienen a niveles mas o menos constantes independientemente de la
concentracion ambiental en el medio. Por el contrario, la exposicion continua de un
organismo a concentraciones mas 0 menos constantes puede causar la incorporacion
de contaminantes en los tejidos hasta una determinada concentracibn mas o menos
estable. La concentracion de equilibrio entre la entrada y salida de un contaminante se
conoce normalmente como el factor de bioacumulacion, calculado como el cociente
entre la concentracion de un contaminante en el tejido y la concentracién en los
distintos compartimentos ambientales en equilibrio con el organismo (Paez-Osuna &
Osuna-Martinez, 2011).

Los organismos marinos son capaces de bioacumular la mayoria de formas
biodisponibles de contaminantes organicos y metales como parte de su alimento, es
lo que se denomina bioacumulacion a través de la cadena tréfica (Casado-Martinez,

2006). Lo anterior da lugar al proceso de biomagnificacion, el cual se define como el
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incremento en la concentracion de un contaminante de un nivel tréfico inferior a uno
superior, es decir, la transferencia del contaminante a través de las redes troficas y la
acumulacion de los contaminantes adquiridos por la dieta (Fig. 3B) (Newman, 2014;
Jorgensen, 2016). El grado de biomagnificacion puede cuantificarse mediante el factor
de biomagnificacion, el cual consiste en calcular la proporcion de un contaminante en
un nivel tréfico con respecto a la que presenta el nivel tréfico inferior inmediato. Este
factor puede ser estimado con individuos cuyo nivel tréfico se conozca o se asuma
(Newman, 2014). Existen dos condiciones para que se produzcan efectos de
biomagnificacion. En primer lugar, el compuesto debe ser incorporado facilmente en
los procesos digestivos y después unido y retenido en los tejidos del consumidor. Si
ambas condiciones se cumplen, el compuesto quimico permanece durante largo
tiempo y, si el consumidor sigue alimentdndose repetidamente de alimentos
contaminados, puede llegar a acumular concentraciones superiores a las encontradas

en su alimento (Casado-Martinez, 2006).

R) )
BIOACUMULACION

A Oy O ’@ ié

mes \|VELES DE CONTAMINANTES TIEMPO
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< 7\5~«7\\

NIVEL TROFICO
s NIVELES DE CONTAMINANTES BIOMAGNIFICACION

Figura 3. Proceso de bioacumulacién en el tiempo (A) y biomagnificaciéon (B) de

contaminantes a través de la cadena trofica. (Modificado de www.worldwildlife.org).
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La mayoria de los organismos tiene la capacidad de eliminar los contaminantes
cuando sobrepasan el umbral de tolerancia. Para esto, existen diversas formas y rutas
de destoxificacion que reducen las concentraciones de téxicos y van a variar
dependiendo del tipo de organismo y del contaminante. Ahearn et al. (2004) proponen
tres tipos de mecanismos generales:

1.- Mecanismos fisioldgicos de regulacion en los que se equilibran las tasas de
excrecion con las tasas de captura.

2.- Mecanismos de secuestramiento intracelular de metales que involucran
sitios de enlace de alta afinidad con proteinas de bajo peso molecular conocidas como
metalotioneinas, seguido de su eliminacion a través de un sistema lisosomal.

3.- Procesos de secuestramiento intracelular de metales que involucra vacuolas
especificas que producen granulos, los cuales posteriormente se eliminan por medio
de exocitosis.

Por ejemplo, los metales y otros cationes también pueden ser retenidos o
eliminados a través de la biomineralizacion. Algunos metales, tales como el Pb pueden
ser incorporados en tejidos relativamente inertes como las testas calcareas, el
exoesqueleto o los huesos; cuando son incorporados en el exoesqueleto de los
invertebrados pueden ser eliminados por medio de la muda. Otros metales como el Cu
pueden ser incorporados en las valvas o conchas de moluscos y ser eliminados a
través del periostraco. De igual forma, los metales pueden ser secuestrados por una
gran variedad de granulos o concreciones en los tejidos estructurales (Simkiss &
Taylor, 1981). Tales granulos usualmente se asocian con la glandula digestiva,
hepatopancreas y los rifiones. También son encontrados en algunas células
especializadas de invertebrados y en los tejidos conectivos de vertebrados. La
excrecion de un contaminante resulta en una disminucion en la cantidad del
contaminante dentro del organismo. Los animales pueden eliminar los contaminantes
por medio de su transporte a través de las branquias, exhalacién, secreciones del
hepatopancreas, secrecion de la mucosa intestinal, mudas, excrecion via los rifiones,
deposicion de huevos, pérdida de pelo, plumas y piel, etc. (Roesijadi & Robinson,
1994).
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Actividad minera en la regién de Santa Rosalia, Baja California Sur, México

Santa Rosalia es un puerto pesquero localizado en la parte central de la costa
este de la peninsula de Baja California (27° 20’ N, 112° 16’ O), 450 km al norte de la
ciudad de La Paz (Rodriguez-Figueroa, 2004). La zona costera de la region minera de
Santa Rosalia colinda al este con el Golfo de California y estéa limitado al sur por Punta
Chivato y al norte por Punta Baja. Su cuenca hidrografica esté limitada al norte por el
sistema volcanico Las Tres Virgenes-La Caldera-La Reforma 'y al sur, por la Sierra de
Santa Lucia. Presenta un clima arido, con temperaturas promedio de 23.4°C y una
maxima de 44°C, asi como lluvias escazas y variables, con una media anual de 117.2
mm (Volke-Sepulveda et al., 2003; Rodriguez-Figueroa, 2004).

Desde 1868, fueron descubiertos depositos de cobre y comenzaron a ser
explotados por mineros alemanes que, para 1874, produjeron 6,000 toneladas de
mineral cuprifero (Romero-Gil, 1991). Para 1885, las minas comenzaron a ser
explotadas por la compafia minera de propiedad francesa “Compagnie du Boleo,
S.A.”, que para 1900 llego a aportar la mayor parte de la produccién cuprifera del pais
(Mendoza-Arroyo, 2003), con una produccion promedio anual maxima de 11,297
toneladas de cobre (Romero-Gil, 1991). En 1985, las actividades mineras cerraron y
generaron aproximadamente 370 millones de toneladas de escoria que fueron
depositados en tierra, en la zona costera y el mar adyacente (Shumilin et al., 2011).
Actualmente, permanecen algunos desechos mineros que estan depositados en el
centro del pueblo (Fig. 4). En 2010, contratistas de “Ingenieria, Compra y
Construccién” iniciaron un nuevo proyecto con el nombre de “Minera y Metalurgica del
Boleo S.A. de C.V”, con el propdsito de reanudar las operaciones de la mina en 2014,

aunque en una zona al norte de la ciudad (CAM, 2011).
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Figura 4. Imagen satelital del pueblo de Santa Rosalia y su darsena (imagen

izquierda). Cumulos de escoria (flechas). Imagen frontal de un cumulo de escoria

dentro del pueblo de Santa Rosalia (imagen derecha).

Metales pesados en bivalvos marinos y otros organismos en costas mexicanas

En México, particularmente en las zonas costeras del Pacifico, existen
numerosos estudios sobre la concentracién de metales pesados en bivalvos marinos,
principalmente de importancia comercial (ver Tabla 2) (Frias-Espericueta et al., 1999;
Gutiérrez-Galindo et al., 1999; Ruelas-Inzunza & P&ez-Osuna, 2000; Cadena-
Cérdenas et al., 2009; Cantu-Medellin et al., 2009; Méndez et al., 2002; Méndez et al.,
2006; Paez-Osuna & Osuna-Martinez, 2015). La mayor parte de los estudios se han
realizado en especies de mejillones y ostras, tales como el ostion de mangle
Crassostrea corteziensis (Ruelas-Inzunza & Paez-Osuna, 2000; Cadena-Cardenas et
al., 2009; Jara-Marini et al., 2009), la ostra de piedra Saccrostrea iridescens (Paez-
Osuna & Marmolejo-Rivas, 1990), el ostion Crassostrea palmula (Paez-Osuna et al.,
1993), el ostion japonés Crassostrea gigas (Frias-Espericueta et al., 2008), los
mejillones Mytilus edulis (Cadena-Cardenas et al., 2009), Mytella strigata (P4ez-Osuna
et al., 1988; Ruelas-Inzunza & Paez-Osuna, 2000) y Mytilus californianus (Gutiérrez-
Galindo et al., 1999; Lares et al., 2005), el choro Modiolus capax y Modiolus modiolus

(Gutiérrez-Galindo et al., 1999), en el hacha Pinna rugosa (Garcia-Hernandez et al.,
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2005) y en algunas almejas, principalmente Chione californiensis (P4ez-Osuna et al.,
1993; Cadena-Cardenas et al.,, 2009), Chione gnidia (Méndez et al., 2002),
Laevicardium elatum (Méndez et al., 2002; Cadena-Céardenas et al., 2009), Chione
subrugosa, Tellina sp. (P4ez-Osuna et al., 1993), la almeja hidrotermal Vesicomya
gigas (Ruelas-Inzunza et al., 2003), asi como en la almeja chocolata Megapitaria
squalida (Méndez et al., 2006; Frias-Espericueta et al., 2008; Cadena-Céardenas et al.,
2009; Cantu-Medellin et al., 2009). También, se ha cuantificado la concentracién de
metales pesados en otros organismos invertebrados marinos tales como, el balano
Fistulobalanus dentivarians (Ruelas-Inzunza & Paez-Osuna, 2000), el caracol chino
rosado Hexaplex erythrostomus (Garcia-Hernandez et al., 2005), el pulpo Octopus
hubbsorum (Roldan-Wong et al., 2017), el camardn blanco Litopenaeus vannamei
(Jara-Marini et al., 2009), y en algunos vertebrados como la raya espinosa Dasyatis
dispterura, la guitarra Rhinobatos productos, Zapteryx exasperata, la raya eléctrica
Narcine entemedor y la raya mariposa Gymnura marmorata (Ruelas-Inzunza et al.,
2013), el tiburon sedoso Carcharhinus falciformis (Terrazas-Lopez et al., 2016), el
tiburén angel del Pacifico Squatina californica (Escobar-Sanchez et al., 2016), el pez
vela Istiophorus platypterus (Bergés-Tiznado et al., 2015) y algunos mamiferos
marinos como la ballena gris Eschrichtius robustus y el cachalote Physeter catodon
(Ruelas-Inzunza & Paez-Osuna, 2002), asi como algunas macroalgas como Padina
durvillaei (Rodriguez-Figueroa et al., 2009), Codium amplivesiculatum, Gracilaria

textorii y Zostera marina (Riosmena-Rodriguez et al., 2010).
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Tabla 2. Concentracién de metales pesados en algunas especies de moluscos (bivalvos marinos, cefalopodos y macroalgas

en costas del Golfo de California y el Pacifico mexicano. Los valores estan expresados en mg kg™ de peso seco y

corresponden a la media + desviacion estandar y en algunos casos al valor medio.

Especie Localidad Cd Cu Fe Mn Ni Pb Zn Referencia
Bivalvos
Chione californiensis Golfo de 0.42+0.14 5.70+0.84 189 £ 20 3.68 £ 0.48 4.4+0.9 9.2+15 - Cadena-
Santa Clara, Cardenas et
Sonora al. (2009)
Santa 3.51+0.23 17.1+3.86 150 + 24 0.84 +0.23 6.4 +0.70 48+0.5 52.9+4.8
Mytilus edulis Rosalia, BCS
Laevicardium elatum Mulegé, BCS  1.70 £ 0.47 3.9+£0.99 408 £ 52 1.21 +£0.54 76+1.3 <0.03 62.4+4.2
Megapitaria squalida Loreto, BCS 4.66 £0.14 181 + 20 572 £ 132 2.93+0.34 56+0.5 <0.03 49.8+2.3
BahiadelLa 11.05+1.24 7.53+0.58 385.44+31.2 433+058 524+0.62 0.31+0.21 55.1+3.97 Cantu-
Paz, BCS Medellin et al.
(2009)
Bahia de La 7.0+0.6 7.1+04 258 + 15 3.3+£0.7 5.1+0.6 25+0.8 495+1.9 Méndez et al.
Paz, BCS (2006)
Santa 1.3+0.06 146+1.8 1935 3.7+14 1.7+0.04 0.24 £0.03 2514 Roldan-Wong
Rosalia, BCS et al. (2017)
Mytella strigata Costas de 6.30+2.17 24.88+5.02 - - - 5.22 +1.37 67.0x7.9 Frias-
Sinaloa Espericueta
et al. (2008)
Gutiérrez-
Modiolus capax Bahia de Los - 49 - 65.7 - - 126 Galindo et al.
Angeles, BC (1999)
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Crassostrea
corteziensis

Pinna rugosa

Anadara multicostata

Saccrostrea iridescens

Tellina sp.

Cefalépodos
Octopus hubbsorum

Manto

Glandula digestiva

Corazones branquiales

Santa
Rosalia, BCS

Estero de
Urias,
Sinaloa

Bahia Kun
Kaak, Sonora

Playa
Cerritos,
Sinaloa

Altata-
Ensenada de

Pabellones,
Sinaloa

Santa
Rosalia, BCS

La Paz, BCS

Santa
Rosalia, BCS

La Paz, BCS

Santa
Rosalia, BCS

15

0.27 +0.08

3.61

8.82

3.6

6.0

<0.13

<0.13

76

53

43

58.6

46.0 £ 6.31

1.60

1.60

20.4

119.0

25

20

3296

2104

93

895

10

314

454

1028

500

9.4

27

13

0.9

17

52

1.7

3.8

<0.13

<0.13

1.3

2.4

263

0.51+0.14

<0.77

<0.77

6.2

2.7

<0.77

160

348.0 £ 33.5

17.63

8.82

402

66

58

64

877

802

130

Jara-Marini et
al. (2009)

Garcia-
Hernandez et
al. (2005)

P&ez-Osuna
& Marmolejo-
Rivas (1990)

Paez-Osuna
et al. (1993)

Roldan-Wong
et al. (2017)
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Branquias

Algas
Padina durvillaei

Codium
amplivesiculatum

Gracilaria textorii

Zostera marina

La Paz, BCS

Santa
Rosalia, BCS

La Paz, BCS

Puerto
minero de
Santa
Rosalia, BCS

Bahia
Magdalena,
BCS

12

0.7

0.4

36+1.6

0.2

15

136

130

53+ 38

0.9

1.6

0.4

618

91

44

2,243 £ 2,325

362.2

325

511

11

295 + 269

52.9

48.5

78.6

186

0.8

0.3

10.0+5.3

4.8

3.1

<0.77

<0.77

<0.77

7.8+6.2

1.8

14

2.5

158

87

80

63 + 43

14.4

135

Rodriguez-
Figueroa et
al. (2009)

Riosmena-
Rodriguez et
al. (2010)
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Efectos en lareproduccion relacionados al estrés por contaminantes en
moluscos

Las respuestas de los organismos hacia los contaminantes son muy variadas y
se pueden presentar desde los primeros niveles de organizacion biologica (moléculas,
organulo, célula, tejido), hasta nivel poblacién y ecosistema (Van der Oost et al., 2003).
Desde el punto de vista de monitoreo ambiental, se han implementado diversas
herramientas para evaluar los efectos bioldgicos de los contaminantes principalmente
a nivel bioquimico, celular y fisiolégico, ya que resultan una sefal de alerta temprana
para evaluar la salud de los organismos y en ultima instancia de la poblacion y el
ecosistema. A estas herramientas se les conocen como “biomarcadores” o
“marcadores bioldgicos” los cuales se definen como un cambio o respuesta biolégica
que relaciona el grado de disfuncién que el contaminante produce en tiempo o dosis a
los organismos (Stegeman et al., 1992).

Particularmente, la reproduccion es una de las funciones mas importantes de
los sistemas vivos. Este proceso esta estrechamente ligado a complejas interacciones
entre las condiciones del medio ambiente circundante y procesos endogenos, las
cuales van a regir el curso de esta funcion bioldgica. La inhibicion de la reproduccion
en los organismos es considerada como uno de los efectos mas nocivos que pueden
inducir los contaminantes. Dada la importancia que presenta el proceso de
reproduccion, cada vez se hace mas hincapié en determinar los efectos que el
ambiente, y sobre todo los contaminantes puedan provocar en el éxito reproductivo y

a su vez, estas respuestas son incorporadas a los programas de monitoreo ambiental.

Andlisis histopatoldgico y alteraciones tisulares a nivel ultraestructura

Las evaluaciones histopatoldgicas, ya sea a nivel ultraestructural o con
histologia convencional, son consideradas excelentes herramientas como indicadores
de salud y de calidad ambiental, ya que reflejan los efectos de la exposicion a una
variedad de contaminantes (Costa et al., 2013; Boscolo et al., 2014). Ademas, es un
método facil de aplicar tanto a corto, como a largo plazo, el cual ha sido ampliamente
utilizado en programas de monitoreo ambiental y es complementario a otras técnicas

evaluadoras de efectos biolégicos por contaminacion.
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La histopatologia permite analizar las modificaciones estructurales patolégicas
a nivel celular y de tejidos. Los avances en la investigacion histopatolégica, han
permitido discernir entre alteraciones causadas por enfermedades infecciosas u otros
factores ambientales, de las provocadas por la exposicion a contaminantes. La base
de estos analisis es el cambio bioquimico o fisioldgico provocado por un contaminante
en los organismos, y que deriva en la formacion de una lesién o dafio en las células,
tejidos u 6rganos (Frias-Espericueta et al., 2008). En la Tabla 3, se enumeran algunas
de las alteraciones histopatol6gicas mas comunes relacionadas con contaminantes en

distintos moluscos.
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Tabla 3. Alteraciones histopatolégicas de algunos moluscos relacionadas con diversos contaminantes.

Especie Contaminantes Efectos histopatoldgico Referencia

Gasterdpodos

Nacella concinna Cd Glandula digestiva: Pérdida de células digestivas e intensa Najle et al. (2000)
infiltracion hemocitica.

Bivalvos

Mytilus edulis PAHs Glandula digestiva: Atrofia de los tubulos digestivos e Ruiz et al. (2014)
infiltracion hemocitica.

Perna viridis Metales pesados Branquias: Infiltracion hemocitica, necrosis, hipertrofia, Vasanthi et al. (2012)

Mezcla de
contaminantes

Crassostrea rizophorae

Crassostrea angulata Cu

Macoma balthica Metales pesados

Ostrea edulis Hg

ruptura de la capa epitelial.

Glandula digestiva: Células necroticas, ruptura de los
tubulos digestivos e infiltracion hemaocitica.

Musculo aductor: Degeneracion del tejido conectivo,
vacuolizacion, separacion de las fibras musculares.

Branquias: Decremento en el nimero de cilios, hiperplasia,
hipertrofia, necrosis y fusién de los filamentos branquiales.

Branquias: Desorganizacion del tejido  conectivo,
alteraciones en las células ciliadas y fusion de los filamentos
branquiales.

Glandula digestiva: Adelgazamiento del epitelio y dilatacion
de los tubulos digestivos.

Glandula digestiva: Presencia de macrofagos, dilatacion de
los tubulos digestivos y necrosis de las células digestivas.
Génada: Agregacion de macréfagos, necrosis del tejido
conectivo y atresias de las células gaméticas.

Branquias: Retraccion celular, lisis celular e hipertrofia.

Valdez et al. (2007)

Rodriguez de la Raa et al. (2005)

Tay et al. (2003)

Bigas et al. (2001)
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Los analisis a nivel ultraestructural sirven como parametros para la
determinacién de alteraciones en los organulos celulares. Estas herramientas son
reconocidas como piezas importantes para la evaluacion de los efectos por
contaminantes a niveles mucho mas finos que la histologia convencional.
Particularmente en moluscos bivalvos, existen muchos estudios de alteraciones a nivel
ultraestructura relacionadas a diversos contaminantes. Park & Lee (2010), analizaron
la toxicidad del cloruro de tributil estafio sobre la ultraestructura de la glandula digestiva
de Gomphina veneriformis. Estos autores reportan la presencia de lisosomas
anomalamente alargados y malformaciones en las mitocondrias. Por su parte,
Yurchenko & Vaschenko (2010) analizaron el proceso de espermatogénesis del
mejillon Modiolus kurilensis en un ambiente contaminado, principalmente por PAHSs.
Ellos encontraron diversas alteraciones, sobre todo en el desarrollo de los
espermatozoides y reportaron la presencia de malformaciones en los componentes de
estas células, tales como la destruccién del acrosoma y la ocurrencia de espermas con

doble acrosoma (Fig. 5).
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Figura 5. Ultraestructura de células espermatogénicas del mejillon Modiolus kurilensis
en un ambiente contaminado. A) Espermatida conteniendo el ndcleo (n), vesicula
acrosomal (av) y mitocondria (m). B) Espermatozoide maduro conteniendo el nucleo
(n) y el acrosoma (a). Ambas micrografias corresponden a organismos de zonas
control. C) Espermatozoide con el acrosoma destruido (a), nacleo (n). D)
Espermatozoide con doble acrosoma (a), nucleo (n). Escala: 2 um. Imagen tomada de
Yurchenko & Vaschenko (2010).

Gametogénesis

La gametogénesis es el proceso en el cual se da la formacion y la proliferacion
de las células gaméticas, tanto Ovulos (ovocitos en invertebrados) como
espermatozoides. En un proceso normal y bajo condiciones ambientales éptimas, la
diferenciacion celular en la ovogénesis y la espermatogénesis dara lugar a células

sexuales viables que seran expulsadas durante el desove (Roman et al., 2001). Es un
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evento crucial en lo que respecta a la viabilidad y desarrollo de los gametos. Se sabe
que las condiciones ambientales pueden modificar el desarrollo gametogénico, el cual
puede tomar distintas rutas dependiendo de la sefial ambiental (Fig. 6). Cualquier
anomalia en la gametogénesis va a repercutir en la reproduccion de los organismos.
Por ejemplo, la formacion de los ovocitos en los bivalvos se puede generalizar en tres
etapas muy bien diferenciadas: la etapa premeiética, en la cual las células germinales
dan origen a las ovogonias adheridas a las paredes de los foliculos; etapa
previtelogénica, donde las ovogonias entran en divisibn meiética y dan lugar a los
ovocitos previtelogénicos; y la etapa vitelogénica, en donde los ovocitos inician la
vitelogénesis y llegan a su maxima maduracion (y tamafio) (Roman et al., 2001). Sin
embargo, tanto el crecimiento como la maduracion de los ovocitos van a depender de
las condiciones ambientales, que cuando son adversas, pueden interferir en la
formacion normal de los gametos (Fig. 7) y reducir el éxito reproductivo (Barber &
Blake, 2006; Vaschenko et al., 2013). En especimenes expuestos a contaminantes, se
ha reportado que el desarrollo de los gametos se inhibe por diferentes alteraciones
(metabdlicas y fisiologicas), por lo tanto se modifica la capacidad reproductiva (Barber
& Blake, 2006).

DESARROLLO
INICIAL

INDIFERENCIADO DESARROLLO
/REPOS0.  (wa AVANZADO
REABSORCION DE GAMETOS Y
ALTERACIONES CITOLOGICAS
~UMBRALES DESFAVORABLES DE TEMPERATURA
| - BAIA CALIDAD Y CANTIDAD DE ALIMENTO
LS - DEPREDADORES
. - VARIACION EN LOS NIVELES DE MAREA
*® JESFAVORABLES - AMPLIA FLUCTUACION DE SALINIDAD
; . - INCREMENTO EN LA INTENSIDAD DEL FOTOPERIOD0
e . - EXPOSICION A CONTAMINANTES
.t
Posoesove 4* A MADUREZ

® CONDICIONES
'_ FAVORABLES

DESOVE

Figura 6. Rutas generales del ciclo gametogénico en molusco bivalvos tanto en
condiciones ambientales favorables, como en condiciones desfavorables (Modificado
de Arellano-Martinez, 2005).
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POSTVITELOGENICO

VITELOGENICO

DESARROLLO DEL 0VOCITO

OVOGONIA

ovocIT0
ATRESICO

Figura 7. Desarrollo del ovocito en bivalvos. En condiciones ambientales optimas, el
ovocito crece de manera normal y llega a su maxima madurez como ovocito
postvitelogénico. En condiciones ambientales desfavorables, se pueden presentar
alteraciones tales como nucleo picnotico, vacuolas en el citoplasma y deformacion de
la célula, asi como atresia ovocitaria y ruptura del ovocito. (Modificado de Duinker,
2002).

Ciclo reproductivo

Distintas caracteristicas reproductivas son analizadas para conocer de manera
mas amplia e integral como es este proceso en los organismos. Dentro de los
parametros mas comunes se encuentra el ciclo reproductivo, el cual esta representado
por la frecuencia de aparicion de las fases gametogénicas que por lo general, consta
de una fase vegetativa, proliferacion de células, madurez, desove o expulsion de
gametos y reposo. En ambientes contaminados, se ha determinado que los ciclos
reproductivos pueden verse modificados, ya sea en tiempo, sincronizacion, aparicion
y duracion de cada fase reproductiva. Por ejemplo, Mouneyrac et al. (2008), analizaron
el ciclo reproductivo del bivalvo Scrobicularia plana provenientes de tres sitios con

diferente grado de contaminacién. Ellos encontraron un ciclo reproductivo similar en
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las tres zonas; sin embargo, en la zona mas impactada el periodo de desove fue menos
intenso. En Donax trunculus, se compard el ciclo reproductivo de organismos
provenientes de una zona contaminada principalmente por PCBs y una zona de
referencia. Se encontré que los organismos de la zona de referencia presentan dos
temporadas reproductivas al afio, a diferencia de la zona contaminada, en donde los
organismos solo presentan un solo pico reproductivo. Lo anterior indica que las
posibles interferencias de los contaminantes sobre la produccion de gametos retrasan
la fase de madurez (Tlili et al., 2011). Por su parte, Ruiz et al. (2011) evaluaron el
efecto de los PAHs sobre el ciclo reproductivo del mejillén Mytilus galloprovincialis y
reportaron un periodo de reposo amplio en los organismos de la zona contaminada en
comparacion con zonas de referencia, en donde los ciclos se presentaron continuos.
Izaguirre et al. (2014), analizaron el estado de salud del mejillén M. galloprovincialis en
dos sitios costeros de la Bahia de Galicia, Espafa, que fueron afectados por el derrame
de petréleo del buque “Prestige”. Ellos encontraron una diferenciacién marcada entre
los ciclos reproductivos, ya que en la zona més cercana al derrame se presentd un
ciclo con un amplio periodo de reposo, en contraste en la zona menos impactada se

presento un periodo de desove continuo.

Integridad gamética

El andlisis de la morfologia e integridad de los productos gametogénicos se ha
tomado como una medida cualitativa de la salud y viabilidad de los gametos, asi como
la capacidad reproductiva. Regularmente, la integridad gamética se mide por medio de
observaciones histologicas con la finalidad de evidenciar algun tipo de anomalia o
alteracion a nivel celular y de tejido. En muchos estudios sobre biomarcadores de
efectos por contaminantes, este tipo de analisis es sumamente utilizado, relativamente
facil de medir y resulta un indicador sensible de exposicion y efecto por contaminantes.
Por ejemplo, Baussant et al. (2011) reportaron una alta prevalencia de ovocitos
atrésicos y de material gonadico desintegrado en el mejillon azul Mytilus edulis
expuesto a 0.25 mg L™ de petréleo, comparado con un control. En otra especie de
mejillén (M. galloprovincialis), se reporté un alto porcentaje de foliculos gonadales con

infiltracion de células neoplasicas (multiplicacion anormal de células) en el tejido
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conectivo, procesos de fibrosis (lesién) y alta prevalencia de nucleos celulares
picnoticos (indicativo de comienzo necrotico) correlacionadas con concentraciones de
PAHs (Ruiz et al., 2011). Puy-Azurmendi et al. (2010), reportaron altas prevalencias
de distintas alteraciones histoldgicas en la gonada de M. galloprovincialis vy
Crassostrea sp. en diferentes localidades con sedimentos contaminados por diversos
compuestos organicos. Las alteraciones mas frecuentes fueron los ovocitos atrésicos
(se formaron masas de ovocitos dafiados), necrosis gonadica y alta infiltracion de
hemocitos dentro de los foliculos. Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville (2006), expusieron
mejillones a una mezcla de contaminantes organicos y analizaron el cambio gradual
en las caracteristicas del material gamético. Ellos reportan que al exponerlos al

bisfenol ocurre un proceso de reabsorcion gonadal tanto en hembras como en machos.

Proporcion de sexos

La proporcién de sexos es la relacion entre el niumero total de hembras y el
namero total de machos de una poblacion. Este parametro es utilizado en diversos
estudios de aspectos reproductivos y proporciona una medida de estructura
poblacional. Por lo regular, en poblaciones de organismos marinos la proporcion es 1
a 1, es decir, hay una hembra por cada macho presente. Esta estructura se puede ver
modificada debido a presiones del ambiente que en conjunto con variables enddgenas,
van a dar lugar a que se presente en mayor proporcion un sexo en especifico. Por
ejemplo, Gagné et al. (2003) reportaron que la proporcion de sexos de la almeja Mya
arenaria se ve sesgada significativamente hacia los machos, como posible efecto del

tributil estafno.

Incidencia de hermafroditismo e imposexo

Los animales exhiben una amplia variaciéon y formas en su sexualidad.
Especificamente, los organismos marinos en su mayoria son esencialmente
gonocoricos (sexos separados); sin embargo, algunos grupos experimentan cambios
en su sexualidad ya sea de manera accidental o por caracteristica propia de la especie.
La ocurrencia del hermafroditismo accidental se atribuye a las desviaciones del

desarrollo durante la diferenciacion sexual (Coe, 1943). En este sentido, se ha
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comprobado que a causa de la exposicién a contaminantes los organismos pueden
presentar modificaciones en su sexualidad, que van desde la transformacion de un
sexo a otro (protandricos: cambio de macho a hembra y protoginicos: cambio de
hembra a macho) o compartir los dos tipos sexuales funcionales dentro del mismo
organismo. Por ejemplo, Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville (2010) reportaron una
prevalencia relativamente alta (50% de los organismos muestreados presentaron
hermafroditismo) en el mejillon M. galloprovincialis proveniente de una zona costera
contaminada por PAHs. Cabe destacar, que esta especie ha sido reportada en muchos
trabajos como gonocodrica y que la alta incidencia de hermafroditismo se debe a que
los contaminantes actian como disruptores endocrinos provocando asi la produccion
de una u otra hormona (femenina o masculina). Smaoui-Damak et al. (2006),
analizaron el efecto de la contaminacion por Cd en la reproduccién de la almeja
Ruditapes decussatus, la cual es estrictamente de sexos separados y reportaron un
6.6% de hermafroditas atribuible al efecto del Cd. El fendmeno del “imposexo” se
presenta principalmente en gasteropodos prosobranquios (Zhou et al., 2008). Este
fendmeno se caracteriza por la formacion de un pene y/o conducto deferente en
hembras de especies de caracoles estrictamente gonocoricas (sexos separados) (Fig.
8), el cual bloquea gradualmente el oviducto hasta llegar a la esterilidad y en muchos
casos hasta la muerte y por consiguiente cambios a nivel poblacional (Oehlmann &
Schulte-Oehlmann, 2002). La induccion especifica de esta alteracion por
contaminantes organicos ha sido comprobada en pruebas de laboratorio y en campo,
en donde muestran la estrecha relacion entre el grado de imposexo y los niveles de
toxicos en el ambiente (Zhou et al., 2008). Al ser una respuesta especifica a ciertos
contaminantes, el uso de esta anomalia como marcador ha sido utilizado ampliamente

en muchos programas de monitoreo ambiental.
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PSEUDO PENE o

Figura 8. Fenémeno de imposexo manifestado en Rapana venosa como consecuencia

de la exposicion a tributilestafio. (Tomado de Zhou et al., 2008).

Diametro de ovocitos

El ovario tiene como funcion primordial generar las células femeninas, en los
cuales ocurre la elaboracion del material nutritivo (vitelo) esencial para el desarrollo
embrionario. El diametro de los ovocitos es una medida cuantitativa para caracterizar
a estas ceélulas gaméticas. Se asume que un ovocito tamafo grande y buena forma,
es funcionalmente viable y por lo tanto, repercutird también en la viabilidad de las
larvas. En condiciones ambientales Optimas, el ovocito crece de manera normal y
aumenta su didmetro hasta llegar a su maxima madurez (ovocito postvitelogénico)
para posteriormente ser desovado; sin embargo, en condiciones desfavorables, se
pueden presentar diametros de los ovocitos mas bajos (Fig. 9). Como ya se mencion6
anteriormente, cualquier alteracion en la integridad de los ovocitos se vera reflejada en
el desarrollo y en la capacidad reproductiva de las especies. Binelli et al. (2004)

caracterizaron a los ovocitos del mejillon zebra Dreissena polymorpha provenientes de
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una zona contaminada por DDT. Se encontré que los organismos con mayores
concentraciones de contaminantes presentaron didmetros de ovocitos
significativamente mas bajos y se le atribuy0 a un retraso en la maduracion de los
ovocitos debido a la inferencia del DDT. Por su parte, Lowe & Pipe (1988) encontraron
disminuciones en el diametro de los ovocitos de Mytilus edulis expuesto a diversas
concentraciones de contaminantes (PAHs, PCBs y metales pesados). Ademas, se

present6 una alta prevalencia de ovocitos degenerados.

INCREMENTO
EN DIAMETRO

DIAMETRO (um)

TIEMPO

Figura 9. Crecimiento (didmetro) de los ovocitos en el tiempo. La linea continua
representa el incremento de los ovocitos en condiciones normales. La linea punteada
representa el crecimiento de los ovocitos bajo condiciones ambientales desfavorables.

(Modificado de www.biologydiscussion.com).

Talla de madurez

La talla a la que por lo menos el 50% de los organismos de una poblacion se
encuentra reproductivamente madura (en actividad reproductiva) es conocida como
talla de primera madurez. Esta se calcula a partir de las frecuencias de los organismos

sexualmente maduros (adultos) y se ajustan a un modelo logistico. Esta medida se
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utiliza comunmente para establecer la talla minima de captura en programas de
manejo pesquero, el cual resulta un parametro importante para regular el esfuerzo
pesquero en muchas especies de importancia comercial. La talla minima de captura
debe ser mayor que la talla de primera madurez para asi garantizar que los individuos
puedan reproducirse al menos una vez, asegurando asi un stock parental lo
suficientemente grande para mantener la poblacion. Al estar directamente
relacionadas con la actividad reproductiva, las alteraciones en la madurez sexual
tendran un impacto sobre la talla de primera madurez. Por ejemplo, Gauthier-Clerc et
al. (2002) se basan en la hipétesis de que hay un retraso en la maduracion sexual de
Mya arenaria debido al efecto de los contaminantes provenientes de una marina y
aguas residuales municipales, los cuales afectan la produccion hormonal involucrada
en la activacion de la madurez. Lo anterior tendra efectos en la talla de madurez, ya
que al retrasar el proceso de la maduracion los organismos seguiran creciendo
normalmente hasta alcanzar cierta talla (talla supuesta de un adulto), pero no estaran

listos para reproducirse.

Fecundidad

La fecundidad es considerada un caracter adaptativo que mide el potencial
reproductivo de una poblacion que, por lo regular, es cuantificado por el nimero de
gametos o huevos producidos, asi como la subsecuente sobrevivencia desde el huevo
al adulto. El conocimiento de las variaciones en la fecundidad resulta de importancia
primordial en el manejo de pesquerias, debido a que se puede determinar el nimero
de individuos necesarios para mantener un stock a nivel sostenible. McDowell et al.
(1999) analizaron los efectos de algunos contaminantes organicos en la reproduccion
de Mytilus edulis y Mya arenaria y reportaron que la fecundidad se reduce, asi como
la viabilidad de las larvas y el desarrollo embrionario. Mencionan que probablemente,
los contaminantes estan interfiriendo en las reservas energéticas de los bivalvos y, por

consiguiente, la produccion de huevos se ve afectada.
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Metabolismo energético

El analisis de la composicién bioquimica de distintos tejidos proporciona
informacion sobre el nivel energético que presenta un organismo. Por lo general, esta
energia es almacenada en forma de lipidos, carbohidratos y proteinas, para que en
cualquier evento de alta demanda energética éstas sean movilizadas y utilizadas. Las
variaciones en el almacenamiento y utilizaciobn de reservas energéticas estan
estrechamente ligadas con procesos como la reproduccién y variables ambientales
como la disponibilidad de alimento (Barber & Blake, 2006). La reproduccion es un
proceso que demanda una gran cantidad de energia y esta fuertemente ligado a ciclos
de almacenamiento y uso de reservas energéticas (Bayne, 1976; Barber & Blake,
1991). Aunque ambas actividades metabdlicas estan reguladas por factores
ambientales naturales como la temperatura y la disponibilidad de alimento, la
exposicion a contaminantes puede interferir y con frecuencia dar lugar al agotamiento
de las reservas energéticas como resultado del alto costo de la homedstasis
(activacion de mecanismos de defensa y/o reparacion) y del gasto energético del
proceso de desintoxicacién, lo que podria conducir a una reduccion de la energia
destinada para la reproduccion y a su consecuente deterioro (Voets et al., 2006;
Giarratano et al., 2010). Es decir, desde un punto de vista tedrico, un organismo activo
tiene una cierta cantidad de energia disponible que obtiene a través de su alimentacién
y que posteriormente invertirdA en el crecimiento somatico, mantenimiento o
reproduccion. Sin embargo, al estar sometidos a un estrés toxico, los organismos
canalizan mayormente la energia para mantener la homeostasis (Fig. 10) (Smolders
et al., 2005). Ketata et al. (2007) analizaron los niveles de proteinas, lipidos y
glucogeno en Ruditapes decussatus con relacion a niveles de Cd en los tejidos y
observaron una disminucion en el estatus energético (principalmente de lipidos y
glucogeno). En la tellina (Donax trunculus), se presentaron concentraciones
significativamente mas bajas de glucégeno y lipidos en las zonas con mayor grado de
contaminacion (Tlili et al. 2011). Por su parte, Mouneyrac et al. (2008), observaron
concentraciones de glucogeno significativamente mas bajas en la glandula digestiva
de Scrobicularia plana de una zona contaminada, esto en comparacion con

organismos de una zona control.
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Figura 10. Esquema general del costo metabdlico; en presencia de un contaminante,
se destinara una mayor cantidad de energia hacia el mantenimiento basico de los
organismos expuestos, dejando menos energia disponible para el crecimiento y la

reproduccion. (Modificado de Smolder et al., 2005).

Generalidades de la almeja chocolata Megapitaria squalida

Megapitaria squalida (Sowerby, 1835) es Illamada comunmente “almeja
chocolata” o “almeja chocolata café” (Fig. 11). Pertenece a Phylum Mollusca, Clase
Bivalvia y a la familia Veneridae (Brusca & Brusca, 2002). Se distribuye desde Laguna
Ojo de Liebre, Baja California Sur (incluyendo el Golfo de California), hasta las costas
de Macora, Peru (Keen, 1971). Presenta una concha relativamente gruesa y alargada
anteroposteriormente, de color café y con un periéstraco brillante (Baqueiro & Stuardo,
1977).
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Figura 11. Ejemplar de Megapitaria squalida (Sowerby, 1835). (Foto: Josué Yee).

Se distribuye cerca de la linea de costa, sobre fondos arenosos y lodosos
enterrada en el sedimento, a profundidades de entre 1 y 15 m cerca a la costa
(Poutiers, 1995) y hasta los 120 m fuera de ésta (Singh et al., 1991, Poutiers, 1995).
Llega a formar grandes bancos y alcanza densidades de 0.04-10 individuos/m?
(Baqueiro & Stuardo, 1977), 1-3 individuos/m? (Gutiérrez-Barrera et al., 1999) o de
1.81-2.45 individuos/m? (Schweers et al., 2006), dependiendo del sitio donde se
encuentre. Es una especie relativamente longeva (edad estimada entre 6 y 7 afios),
con un crecimiento lento y tallas maximas reportadas de 120 mm de longitud de concha
(Singh et al., 1991; Schweers et al., 2006).

Megapitaria squalida como recurso pesquero

La captura de moluscos bivalvos en Baja California Sur (exceptuando las
familias Ostreidae y Mytilidae) representa 78% del total de capturas de este recurso
en México (SAGARPA, 2006). Segun la Carta Nacional Pesquera (SAGARPA, 2004),
la almeja chocolata Megapitaria squalida ocupé el tercer lugar en capturas en Baja
California Sur durante el periodo 1966—2001 con 10.5%, ubicandose solo por debajo
de la almeja catarina Argopecten ventricosus (54.5%) y de la almeja mano de leén

Nodipecten subnodosus (11.1%), y por encima de la almeja pata de mula Anadara
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tuberculosa (9.5%) y de las hachas Pinna rugosa y Atrina maura (3.3%) (LOpez-Rocha
et al., 2010).

Las principales zonas de captura comercial de M. squalida en Baja California
Sur estan representadas por seis regiones: en la costa occidental destaca la Laguna
Ojo de Liebre, Laguna San Ignacio y Bahia Magdalena-Almejas; en la costa oriental
se pesca principalmente en Bahia de La Paz, Bahia de Loreto y Santa Rosalia (L6pez-
Rocha et al., 2010). De 1999 a 2006 se capturaron 8,014 t de almeja chocolata en Baja
California Sur: Bahia de La Paz (36.0%), Laguna Ojo de Liebre (34.5%), Bahia
Magdalena (25.0%), Bahia de Loreto (2.8%), Laguna San Ignacio (1.4%) y Santa
Rosalia (0.3%). M. squalida se comercializa como almeja entera ($ 0.29 dolares/kg) o
sin concha ($1.42 ddlares/kg) y se ha estimado un valor total de captura (1996-2006)
de $2,214,000 ddlares (Romo-Pifiera, 2010). Del 2007 al 2013, la produccién en peso
vivo (con todo y concha) ha variado en un intervalo entre 443,817 y 729,870 kg
(produccién total en BCS) (Fig. 12) y un valor de produccion entre $2,290,019 y
$6,174,230 (Fig. 13) (CONAPESCA, 2014).
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Figura 12. Produccion en peso vivo (toneladas) de almeja chocolata Megapitaria

squalida con concha en Baja California Sur, México.
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Figura 13. Valor de produccion ($) de la captura de la almeja chocolata Megapitaria

squalida en Baja California Sur, México.

3. JUSTIFICACION

A pesar de la importancia de las zonas costeras y las comunidades bentodnicas,
durante los ultimos 30 afios estas zonas se han convertido en receptores de todo tipo
de contaminantes generados por actividades industriales, agricolas, petroleras, de
extraccibn minera, domésticas, portuarias y turisticas, lo que ha provocado
alteraciones ecoldgicas y ha contribuido en la degradacion de estos ecosistemas
(Garcia-Gasca et al.,, 2010). En ocasiones, estas actividades incrementan las
concentraciones de ciertos componentes que ocurren naturalmente y que llegan a ser
toxicos para la biota marina en altos niveles; dichos contaminantes pueden ser
acumulados por la biota y ser transferidos a la cadena trofica hasta llegar a los niveles
mas altos incluido el ser humano.

Particularmente, las comunidades bentonicas son altamente susceptibles y
sensibles a las alteraciones inducidas por agentes contaminantes. En ellas coexisten
una gran cantidad de grupos particularmente de macroinvertebrados que pasan la
mayor parte de su desarrollo en la zona benténica y dependen totalmente de las

condiciones que imperen en ese ambiente. De manera especifica, los moluscos
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bivalvos son de los grupos mayormente afectados ya que su forma de vida sésil, su
tipo de alimentacion y su habitat cercano a la costa, los hace muy vulnerables al
impacto de la contaminaciéon marina. Uno de los efectos méas devastadores que puede
inducir los contaminantes es la inhibicién de la reproduccion, ya que se pone en riesgo
el éxito reproductivo y en general la permanencia de la especie.

La almeja chocolata M. squalida es uno de los bivalvos mas abundantes en Baja
California Sur y destaca por presentar una gran importancia como recurso pesquero
debido a su alta demanda de consumo a nivel local y regional. Esta almeja se
encuentra en la zona costera del puerto minero de Santa Rosalia, el cual esta bien
documentado que es un sitio altamente contaminado por metales pesados en sus
sedimentos marinos (Shumilin et al., 2000; Shumilin et al., 2013). A pesar de la clara
evidencia de contaminacion en la zona costera de Santa Rosalia y la importancia de
la almeja chocolata como recurso pesquero, no existen estudios que evallen su salud
reproductiva. Ademas, aunque existen algunos estudios que han analizado la
concentracion de metales pesados en esta almeja, éstos no han determinado si los
metales tienen algun impacto biolégico sobre el organismo. Bajo ese contexto, es
fundamental hacer estudios que proporcionen informacion sobre el estado de salud
de los organismos y que permitan administrar adecuadamente sus zonas costeras,
para evitar un deterioro ambiental y asi preservar sus recursos, que son una fuente

primordial de desarrollo.

4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la salud reproductiva de la almeja chocolata Megapitaria squalida en el
puerto minero de Santa Rosalia, Baja California Sur, México a través del analisis del
indice de condicién y relaciones alométricas, ademas del analisis histopatoldgico de la

gonada, caracteristicas reproductivas y de reservas energéticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar la condicion fisiologica general de M. squalida mediante analisis

de tallas, indice de condicion y relaciones peso—longitud.
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e Analizar la presencia de parasitos en la génada de M. squalida y evaluar
el efecto en su salud reproductiva.

e Analizar la ocurrencia de neoplasia en la gbnada de M. squalida y su
repercusion en la reproduccion.

e Evaluar el estado de salud del tejido gonadico de la almeja chocolata M.
squalida mediante un andlisis histopatoldgico.

e Examinar los efectos potenciales de la exposicion a largo plazo a la
contaminacién por metales pesados sobre algunas respuestas
reproductivas (ciclo reproductivo, didmetro de los ovocitos) y bioquimicas
(reservas energéticas de carbohidratos, lipidos y proteinas) de M.

squalida.
5. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos de cada objetivo especifico se encuentran descritos
en cada capitulo.
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6. RESULTADOS

CAPITULO 1

CONDICION DE SALUD GENERAL DE Megapitaria squalida EN COSTAS DE
BAJA CALIFORNIA SUR

Este capitulo fue publicado bajo la siguiente referencia:

Yee-Duarte, J.A., Ceballos-Vazquez: B.P., Shumilin, E., Kidd, K. and Arellano-
Martinez, M. 2017. EVIDENCE OF HEALTH IMPAIRMENT IN Megapitaria
squalida (BIVALVIA: VENERIDAE) NEAR THE “HOT SPOT” OF A MINING
PORT, GULF OF CALIFORNIA. Hidrobioldgica. 27: 1-8.
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RESUMEN

Se sabe que los organismos que habitan zonas marinas contaminadas pueden
experimentar efectos fisioldgicos adversos. El puerto de Santa Rosalia, Golfo de
California, se caracteriza por presentar altas concentraciones de metales pesados en
los sedimentos, particularmente Cu, Zn, Co, Mn, Pb y U, los cuales son potencialmente
toxicos para la biota marina. También, este puerto recibe aguas residuales urbanas
que contribuyen a la contaminacion organica de la zona costera. El principal objetivo
de este trabajo fue determinar si las almejas de la region minera presentan efectos
adversos como resultado de la contaminacion. A través del analisis de parametros
biométricos, el indice de condicién y la relacién peso—longitud, se evalud la salud
general de la almeja chocolata Megapitaria squalida en la zona costera del puerto de
Santa Rosalia y se compararon con datos de almejas de cuatro areas libres de mineria.
Los resultados revelaron que las almejas de Santa Rosalia tienen salud deteriorada,
evidenciada por su menor tamafio, baja condicion y un crecimiento alométrico negativo
en comparacion con las almejas de todos los otros sitios, incluyendo San Lucas, un
sitio localizado a pocos kilbmetros del punto de contaminacion y donde las condiciones
de temperatura y disponibilidad de alimentos son similares a las del area portuaria.
Todo lo anterior sugiere efectos fisiolégicos negativos de esta especie, posiblemente
causados por la contaminacion por metales. Particularmente, es probable que M.
squalida en el sitio minero destine mas energia para depurar o almacenar metales, o

gue a su vez conduce a una condicion mas pobre y un crecimiento deficiente.

Palabras clave: bivalvos, condicion fisiologica, indice de condicion, contaminacion por

metales pesados, relaciones peso—longitud.
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INTRODUCCION

Se ha comprobado que los organismos que habitan en ambientes contaminados
por metales pesados, hidrocarburos arométicos policiclicos, bifenilos policlorados, etc.,
pueden presentar efectos adversos en su condicion fisiolégica (Mazik et al., 2013; Ruiz
et al.,, 2014; Rzymski et al., 2014; Saghali et al., 2014). Los indices bioldgicos o
somaticos y las relaciones peso-longitud son algunas de las herramientas mas
utilizadas para evaluar la condicién general de salud (estado nutricional y de reservas
energéticas) y actividad fisiolégica (crecimiento, reproduccion, etc.) de los organismos,
ya que proporcionan informacién sobre los efectos del estrés, de factores ambientales
y contaminacion sobre la biota (Bayne et al., 1979; Lucas & Beninger, 1985; Filgueira
et al., 2013). Algunas ventajas de estos indicadores son su bajo costo y la obtencion
rapida de los resultados de analisis. Estas mediciones son representativas y sensibles
a cambios ambientales, por lo cual son muy utiles para elaborar un diagnadstico inicial
de la condicidn fisiol6gica de organismos que habitan zonas contaminadas (Lawrence
& Scott, 1982; Van der Oost et al., 2003; Mercado-Silva, 2005).

El puerto de Santa Rosalia, situado dentro del Golfo de California, en la parte
central de la costa oriental de la peninsula de Baja California, México, es una zona que
presenta altas concentraciones de metales pesados en los sedimentos y suelos
asociadas con las actividades de mineria y fundicion del cobre que se realizaron
durante casi un siglo (Wilson & Rocha, 1955; Huerta-Diaz et al., 2014). La
contaminacion de los sedimentos marinos superficiales generada como resultado de
esta actividad ha sido evidenciada por niveles anomalamente altos de algunos metales
pesados en la zona costera, particularmente Cu, Co, Mn, Pb, Zn y U (Shumilin et al.,
2000; Shumilin et al., 2013). Estos registros sobrepasan los valores medios reportados
para la corteza terrestre y son potencialmente toxicos para la biota marina (Wedepohl,
1995; Shumilin et al., 2000; Shumilin et al., 2013). Asimismo, el puerto de Santa
Rosalia esta situado en el delta de arroyos que desembocan en el mar, por lo que son
comunes las descargas naturales de agua durante la temporada de lluvia, aunado a
las aguas residuales del sistema de alcantarillado urbano que se vierten regularmente
en este mismo sistema, lo cual podria contribuir a la presencia de otros contaminantes

principalmente de tipo organico (Huerta-Diaz et al., 2014).
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La almeja chocolata Megapitaria squalida es uno de los bivalvos mas
abundantes en Baja California Sur, y en afos pasados funcionaba como un recurso
alternativo cuando las especies de mayor valor comercial no estan disponibles debido
a las regulaciones pesqueras (vedas) (Arellano-Martinez et al., 2006). Sin embargo,
en afos recientes se captura durante todo el afio, debido a su alta demanda a nivel
local y regional; por lo que se ha convertido en un recurso pesquero de gran
importancia. M. squalida puede ser considerada un buen bioindicador en estudios de
salud ambiental debido a su capacidad para concentrar metales pesados y por lo tanto,
puede proveer un panorama integral de la salud del ecosistema donde habita (Méndez
et al., 2006; Frias-Espericueta et al., 2008; Cantu-Medellin et al., 2009).

En el presente estudio se evalla el estado de salud de M. squalida de la zona
costera del puerto minero de Santa Rosalia, Golfo de California, México, mediante el
analisis de tallas, indice de condicién y relaciones peso-longitud. Adicionalmente, estos
resultados se compararon con los datos de almejas de cuatro areas costeras de Baja
California Sur consideradas pristinas. El objetivo principal fue determinar si la almeja

en la region minera muestra efectos adversos debido a la contaminacion.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

El muestro mensual (30 individuos en promedio) se realiz6 desde mayo de 2012
a abril de 2013 en una zona marina adyacente al “hot spot” (area con mayor
concentracion de metales pesados en los sedimentos) del puerto de Santa Rosalia,
Golfo de California (27°20° Ny 112°16’ W) (Shumilin et al., 2000; Shumilin et al., 2013).
También se recolectaron muestras de San Lucas, una localidad situada a 13 km al sur
del puerto de Santa Rosalia, de Bahia de La Paz, Laguna Guerrero Negro y Bahia
Magdalena (Fig. 1). En estas ultimas zonas, no hay actividades mineras asociadas a
metales pesados, por lo que se consideran areas pristinas o poco impactadas
(Shumilin et al., 2000; Cadena-Céardenas et al., 2009). De cada organismo se obtuvo
la longitud de la concha (distancia maxima antero-posterior de la concha) (£ 0.1 mm),

asi como el peso total, peso humedo (peso sin concha) y peso de la concha (£ 0.1 g).

42



Laguna
Guerrero Negro

26°

Océano
Pacifico

Latitud (N)

Bahia
Magdalena

24°

N‘z

100 150 km
T T T 1

114° 111°
Longitud (O)

Figura 1. Localizacion geografica de las areas de estudio.

Frecuencia de tallas, indice de condicidon y relaciones peso-longitud

Para analizar la distribucion de tallas de M. squalida en cada zona, se realizaron
histogramas de frecuencias a partir de la longitud de la concha. Se estim¢é el estado
fisiol6gico calculando el indice de condicién como la relacion relativa (porcentaje) entre
el peso humedo (sin concha) y el peso total (Mouneyrac et al., 2008). Para conocer la
distribucion de los valores del indice de condicidn, se realizaron histogramas de
frecuencias en intervalos de 5% para cada sitio de muestreo (Malathi & Thippeswamy,
2011). Como otro indicador del estado de salud, se examind el tipo de crecimiento en
peso (peso total, peso hiumedo y peso de la concha) de cada organismo con respecto

a la longitud de la concha (Tlili et al., 2011). Para ello, se calcularon las relaciones
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peso-longitud de la concha utilizando la funcién potencial y = ax®, donde: y es el peso,
ay b son constantes del modelo y X es la longitud. El valor de b se considera como el
coeficiente de alometria y es utilizado como un indicador del tipo de crecimiento que
exhibe una especie (Gaspar et al.,, 2001). Para todas las relaciones, se calculo el
coeficiente de determinaciéon (R?) con la finalidad de ver el grado de asociacién entre

las variables (peso y talla).

Anélisis estadisticos

Para detectar diferencias significativas en las tallas, pesos e indice de condicion
entre las zonas de estudio se utilizé un andlisis de variancia (ANDEVA) de una via,
seguida de una prueba a posteriori de Tukey para comparacion de medias cuando se
encontraron diferencias significativas. Debido a que los valores del indice de condicion
son porcentajes se aplico una transformacién arcoseno para normalizar los datos (Zar,
1996). Para determinar si el crecimiento de M. squalida es isométrico (b = 3; aumento
en la misma proporcién en peso y talla), alométrico negativo (b < 3; mayor aumento en
talla que en peso) o alométrico positivo (b > 3; mayor aumento en peso que en talla),
se utilizé una prueba t de Student (Ho, b = 3) (Ricker, 1975; Zar, 1996). Asimismo, con
la finalidad de comparar el tipo de crecimiento de M. squalida entre zonas, se llevo a
cabo un andlisis de suma de cuadrados residuales (ARSS de Ratkowsky) para la
comparacion de pendientes de funciones no lineales (Chen et al., 1992). Este analisis
compara si dos o mas curvas son diferentes estadisticamente mediante un valor de F
estimado. Finalmente, para visualizar la similitud entre las zonas de estudio con base
en las variables analizadas (longitud de la concha, peso total, peso himedo e indice
de condicién), se construyé un dendograma a partir de un analisis multivariado de
cluster (Joining tree clustering) empleando el algoritmo de agrupacién de enlace
completo y el coeficiente de distancia euclidiana. Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa STATISTICA para Windows (Version 10, Statsoft). El nivel de

significancia fue establecido en a = 0.05 para todos los analisis.
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RESULTADOS
Se analizaron un total de 1687 individuos: 370 almejas de Santa Rosalia, 326
de San Lucas, 305 de Bahia de La Paz, 333 de Laguna Guerrero Negro y 353 de Bahia

Magdalena.

Biometria

Se encontraron diferencias significativas en todos los pardmetros biométricos
de M. squalida entre las areas de estudio (ANDEVA, P < 0.05) (Tabla 1). En Laguna
Guerrero Negro y Bahia Magdalena se presentaron los organismos mas grandes en
longitud (F@4, 1687y = 385.6, P < 0.05), seguidos de San Lucas. Las almejas mas
pequefas se presentaron en Santa Rosalia y Bahia de La Paz. Por otro lado, las
almejas mas pesadas se presentaron en Bahia Magdalena (F, 1687) = 235, P < 0.05),
seguido de San Lucas y Laguna Guerrero Negro. Las almejas mas livianas se
presentaron en Santa Rosalia y en Bahia de La Paz. El mayor valor del peso humedo
(Fw4, 1687y = 471.2, P < 0.05) se presentdé en Bahia Magdalena, seguido de Laguna
Guerrero Negro y San Lucas. Los valores mas bajos del peso himedo se presentaron

en Bahia de La Paz y Santa Rosalia.
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Tabla 1. Parametros biométricos de Megapitaria squalida por sitio de muestreo.

Santa San Bahia de La Laguna Bahia ANDEVA
Rosalia Lucas Paz Guerrero Magdalena
Negro
Longitud de la concha (cm) 6.8 £ 0.042 7.7 £0.05° 6.7 £ 0.052 9.0 £ 0.04° 8.8 + 0.06° P=0.00
(2.3-8.6) (5.5-12.5) (2.0-11.1) (6.4 -11.5) (3.0-12.7)
Peso total () 87.9 £ 1.502 140.3 + 3.36° 78.2 £1.952 137.3 +£2.08° 184 + 3.8° P =0.00
(6.6 — 168) (38.7 - 480.4) (2.2 -274.5) (47.4 — 285.4) (6.6 — 489.3)
Peso humedo (g) 17.9+£0.332 31.8 + 0.66° 18.2 £ 0.48? 32.3+0.51° 61 +1.37¢ P =0.00
(1.3-33) (10.7 - 104.4) (0.5-283.5) (11.3-58.1) (2.2-178.3)
n 370 326 305 333 353

Media * error estandar (minimo — maximo). Las medias con diferente letra indican diferencias significativas.
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Frecuencias de tallas

La distribucion de frecuencias de tallas de M. squalida por sitio de muestreo se
muestra en la Figura 2. Se identificaron tres grupos: almejas pequefias (< 7 cm),
medianas (8 cm) y grandes (> 9 cm). Los organismos con tallas grandes se
presentaron mas frecuentemente en Laguna Guerrero Negro y en Bahia Magdalena,
seguidos de San Lucas. Las localidades de Santa Rosalia y Bahia de La Paz

presentaron organismos con tallas frecuentemente mas pequefias que los otros sitios.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de tallas (longitud de la concha) de Megapitaria

squalida por sitio de muestreo.
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indice de condicién

La variacion del indice de condicion de M. squalida entre sitios se muestra en la
Figura 3. Se encontraron diferencias significativas en el indice de condicién entre los
sitios de muestreo (F@, 1687y = 829.1, P < 0.05). Las almejas con el indice
significativamente mas alto se presentaron en Bahia Magdalena (33%), seguida de
Bahia de La Paz (25.8%). Valores intermedios se encontraron en las almejas de San
Lucas y Laguna Guerrero Negro (23.6% y 23.5%, respectivamente), mientras que las
almejas de Santa Rosalia presentaron el indice significativamente mas bajo (19.9%).
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Figura 3. Variacion del indice de condicion de Megapitaria squalida entre los sitios de
muestreo. Las medias con diferente letra indican diferencia significativa (ANDEVA y

prueba de Tukey, P < 0.05). Las barras verticales corresponden al error estandar.

Los datos de distribucién de frecuencias del indice de condicion por sitio de
estudio se muestran en la Figura 4. Las almejas de Bahia Magdalena presentaron los
valores del indice més frecuentes entre 26 — 30 (49%) y 31 — 35 (24%). Los sitios de
San Lucas, Bahia de La Paz y Laguna Guerrero Negro presentaron sus mayores
frecuencias en valores intermedios de 20 — 24 (42%, 35% y 73%, respectivamente) y

de 25 — 29 (30%, 47% y 24%, respectivamente). Los valores del indice de condicion
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mas frecuentes en las almejas de Santa Rosalia fueron entre 15 — 19% (33%) y 20 —
24% (59%).

Figura 4. Frecuencia del indice de condicion de Megapitaria squalida por sitio de

muestreo.
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Peso total (g)

Relaciones peso-longitud

Las relaciones peso-longitud (peso total-longitud de la concha, peso humedo-
longitud total y peso de la concha-longitud total) de M. squalida por sitio de muestreo
se muestran en la Figura 5. Todas las relaciones siguen una funcién potencial (y = ax)
con coeficientes de determinacion (R?) entre 0.73 y 0.95 y una significancia de P =
0.00. En general, los valores de los coeficientes de alometria (b) estuvieron entre 2.35
y 3.32 (Tabla 2). El andlisis ARSS de Ratkowsky indicé diferencias significativas entre
las pendientes de cada relacién analizada por sitio (P = 0.00). En comparacién con las
otras zonas en las cuales se presentan organismos de mayor peso y talla, las almejas

de Santa Rosalia ganan poco peso al aumentar la longitud de concha.
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Figura 5. Relaciones peso-longitud de Megapitaria squalida por sitio de muestreo.
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Tabla 2. Pardmetros de las relaciones peso-longitud y tipos de crecimiento de Megapitaria squalida por sitio de muestreo.

Localidad Relacion a b R? P Tipo de crecimiento
Peso total-longitud 0.8436 239 0.87 0.00 Alomeétrico (-)
Santa Rosalia Peso humedo-longitud 0.1519 245 0.78 0.00 Alomeétrico (-)
Peso de la concha-longitud 0.6802 2.38 0.86 0.00 Alomeétrico (-)
Peso total-longitud 0.90 Isométrico
_ 0.2294 3.09 0.00 .
San Lucas Peso humedo-longitud 0.73 Alométrico (-)
_ 0.2452 2.35 0.00 _
Peso de la concha-longitud 0.89 Alométrico (+)
0.1112 3.32 0.00
Peso total-longitud 0.2996 292 0.94 0.00 Isométrico
Bahia de La Paz Peso himedo-longitud 0.0564 3.08 0.87 0.00 Isométrico
Peso de la concha-longitud 0.2597 283 0.93 0.00 Isométrico
Peso total-longitud 0.3342 271 0.90 0.00 Isométrico
Laguna Guerrero Negro Peso humedo-longitud 0.0744 274 0.78 0.00 Isométrico
Peso de la concha-longitud 0.2594 271 0.90 0.00 Isométrico
Peso total-longitud 0.4987 265 091 0.00 Isométrico
Bahia Magdalena Peso humedo-longitud 0.0928 294 091 0.00 Isométrico
Peso de la concha-longitud 0.3431 266 091 0.00 Isométrico
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Distancia

Anadlisis de agrupamiento

El dendograma construido a partir del andlisis de cluster se muestra en la Figura
6. Este andlisis mostr6 que las almejas de Bahia Magdalena se separan de las deméas
zonas, conformando el primer grupo. Los organismos de San Lucas y Laguna Guerrero
Negro formaron un segundo grupo, Yy finalmente un tercer grupo esta conformado por
las almejas de Bahia de La Paz y Santa Rosalia. El nivel de corte para la seleccion de
los grupos se tomo6 de manera arbitraria en 2.0.

Bahia de Santa San Laguna Bahia

0.0 La Paz Rosalia Lucas Guerrero Negro Magdalena

0.4+

0.84

1.2+

3K 1 S - =

2.44

2.84

3.24

3.64

4.0

Figura 6. Dendograma construido a partir del analisis de cluster para ver la similitud
entre las zonas de estudio con base en la longitud de la concha, peso total, peso
hamedo y el indice de condicién de Megapitaria squalida. La linea punteada indica el

nivel de corte para la seleccién de los grupos.
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DISCUSION

Nuestros resultados revelaron la presencia de tres grupos de almejas
considerando las diferencias de las variables analizadas (longitud de la concha, peso
total, peso humedo e indice de condicion). El grupo de Bahia Magdalena corresponde
a los organismos mas grandes y con una mejor condicién. Esta zona es considerada
un Centro de Actividad Biolégica (BAC) caracterizado por una alta productividad
durante todo el afo (Lluch-Belda et al., 2000), resultando en una constante
disponibilidad de alimento para los organismos filtradores, favoreciendo asi un mayor
crecimiento y una buena condicion para M. squalida. El segundo grupo se compone
de las almejas medianas, presentes en San Lucas y Laguna Guerrero Negro, que a
pesar de que la longitud de la concha fue mayor en los organismos de Laguna Guerrero
Negro, las almejas de estas dos zonas compartieron un peso total, hUmedo y una
condicion similar. El tercer grupo se conforma por las almejas de Bahia de La Paz y
Santa Rosalia, las cuales corresponden a las almejas mas pequenfias, tanto en longitud
como en peso total y hUmedo. Las tallas pequefias de las almejas de Bahia de La Paz,
pueden estar relacionadas con la intensa actividad pesquera que se ha realizado en
esta zona, sobre todo en las almejas grandes que son las mas expuestas a la pesca,
al grado que se ha considerado a M. squalida como un recurso en su maxima
capacidad (Lépez-Rocha et al., 2010); en contraste, en Santa Rosalia esta almeja no
representa un recurso atractivo para los pescadores locales, y a pesar de eso, las
almejas son pequenas.

Aunque la intensidad de pesca de un recurso y las condiciones ambientales de
cada area influyen en las caracteristicas biologicas y la estructura de la poblacién de
una especie, los resultados de este estudio sugieren que las diferencias biométricas
de las almejas de Santa Rosalia probablemente no son atribuibles a estos factores. La
longitud maxima de la concha de las almejas de Santa Rosalia no superé los 8 cm, a
pesar de que esta poblacion de almejas no es explotada comercialmente, mientras que
las almejas de otras areas alcanzaron tamafnos entre 11 y 12 cm (incluidos los de
Bahia de La Paz) los cuales representan los registros mas altos en Baja California Sur
(Singh et al., 1991). Ademas del tamafio pequefo, las almejas de Santa Rosalia

mostraron los indices de condicion mas bajos, y aunque las almejas de esta area y de
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Bahia de La Paz fueron de tamafio similar, la condicion de los animales del sitio
anterior fue significativamente mas alta. El indice de condicién se ve afectado por
varios factores, tales como los cambios estacionales en la disponibilidad o calidad del
alimento en cada sitio (Boscolo et al., 2003; Nicholson & Lam, 2005). En este sentido,
se considera que la cuenca marina de Santa Rosalia consiste de una masa de agua
pobre en nutrientes y en consecuencia de baja productividad primaria; aunque se
producen eventos de surgencia, son débiles debido a la estratificacion de la columna
de agua (Santamaria-del Angel et al., 1999). Esta situacion podria explicar la mala
condicion y los pequefios tamafos de almejas en esta area; sin embargo, esta
explicacion fue descartada debido a que en San Lucas, un area ubicada a s6lo 13 km
al sur de Santa Rosalia, las almejas mostraban una mejor condicién y eran mas
grandes a pesar de compartir disponibilidad de alimento y temperatura del agua con el
puerto de Santa Rosalia (3.0 mg m~2 de clorofila a'y 23.5 °C para San Lucas; 2.9 mg
m~3 de clorofila a y 23.5 °C para Santa Rosalia, promedios de 2011 a 2013 obtenidos
en el NOAA Coastal Zone Color Scanner).

Los sedimentos costeros cercanos al puerto minero de Santa Rosalia contienen
metales pesados que son bioacumulados por organismos (Shumilin et al., 2011),
segun lo reportado para el alga marron Padina durvillaei (Rodriguez-Figueroa et al.,
2009) y para los mejillones Modiolus capax (Gutiérrez-Galindo et al., 1999) y Mytilus
edulis (Cadena-Cardenas et al., 2009). La almeja chocolata, M. squalida, se alimenta
al filtrar la materia organica suspendida en la columna de agua (principalmente
fitoplancton), por lo que es probable que bioacumule metales, como ya se ha
documentado para esta especie en otros lugares (Méndez et al., 2006). Aunque en
este estudio no se determiné la concentracion de metales pesados en los tejidos de
las almejas, se ha informado que las concentraciones andmalamente altas de estos
elementos en los sedimentos superficiales marinos pueden causar efectos bioldgicos
negativos en hasta el 50% de los organismos marinos que habitan esta area (Long et
al., 1995; Shumilin et al., 2011). Los moluscos bivalvos que viven en zonas
contaminadas 0 que estan expuestas a concentraciones elevadas de contaminantes
suelen mostrar tasas de crecimiento mas bajas y por lo tanto, un tamafio mas pequefio,

ademas de un mal estado de salud, ya que las reservas de energia (carbohidratos,
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lipidos y proteinas) se asighan para la depuracién de los contaminantes mas que para
otras demandas fisiol6gicas (Leung & Furness, 2001; Nicholson & Lam, 2005; Peteiro
et al., 2006). Es probable que las diferencias entre las tallas y la condicion de las
almejas de Santa Rosalia y las otras zonas sean consecuencia de alteraciones en las
tasas de crecimiento inducidas por las altas concentraciones de metales pesados, ya
que los organismos pueden estar utilizando la energia para la desintoxicacion,
reduciendo las reservas que estaban destinadas para el crecimiento y por
consiguiente, también repercute en la condicién general de los organismos (Lucas &
Beninger, 1985; Nicholson & Lam, 2005). La relacion entre concentraciones altas de
metales pesados y baja condicion ha sido ampliamente reportada para diversas
especies de moluscos bivalvos tales como las almejas Macoma balthica y
Cerastoderma edule y los mejillones Mytilus edulis y Perna viridis (Hummel et al., 1997;
Nicholson, 1999). En este sentido, el mejillon M. galloprovincialis y el venerido Meretrix
meretrix provenientes de zonas contaminadas presentaron bajos indices de condicion
comparado con organismos de zonas menos impactadas, indicando un estado menos
saludable para ellos (Pampanin et al., 2005, Meng et al., 2013).

El andlisis de las relaciones peso—longitud revel6 que, en San Lucas, Bahia de
La Paz, Laguna Guerrero Negro y Bahia Magdalena los individuos de M. squalida
mostraron un crecimiento isométrico. Este es el tipo de crecimiento mas comun en
bivalvos marinos, y es generalmente influenciado por cambios en las variables
ambientales (Gaspar et al., 2001). Por el contrario, las almejas de Santa Rosalia
mostraron un crecimiento alométrico negativo, es decir, poco aumento en el peso a
medida que aumenta la longitud de la concha, lo que sugiere un deterioro fisiolégico
debido al estrés ambiental (Malathi & Thippeswamy, 2011). El crecimiento alométrico
negativo es frecuentemente atribuido a contaminantes medioambientales elevados,
como se inform6 para el mejillon M. galloprovincialis en la zona costera de Galicia en
el noroeste de Espafa (Peteiro et al., 2006), y para Donax trunculus en el Golfo de
Tanez (Tlili et al., 2011).

En conclusion, es claro que los parametros biométricos, el indice de condiciéon
y el tipo de crecimiento de almejas que habitan el area portuaria de Santa Rosalia en

el Golfo de California difieren de los patrones registrados para las otras areas,
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incluyendo San Lucas, a pocos kildmetros del punto de contaminaciéon y donde las
condiciones de temperatura y disponibilidad de alimentos son similares a las de la zona
portuaria. Con base en estos hallazgos, se concluye que M. squalida muestra un mal
estado de salud y un crecimiento deteriorado en la zona adyacente al puerto de Santa
Rosalia, probablemente causado por los altos niveles de metales pesados en los

sedimentos.
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CAPITULO 2

CASTRACION PARASITARIA DE LA ALMEJA CHOCOLATA Megapitaria
squalida EN EL PUERTO MINERO DE SANTA ROSALIA, BAJA CALIFORNIA
SUR, MEXICO.

Este capitulo fue publicado bajo la siguiente referencia:

Yee-Duarte, J.A., Ceballos-Vazquez' B.P., Shumilin, E., Kidd, K. and Arellano-
Martinez, M. 2017. PARASITIC CASTRATION OF CHOCOLATE CLAM
Megapitaria squalida (SOWERBY, 1835) CAUSED BY TREMATODE
LARVAE. Journal of Shellfish Research. 36(3): 1-7.
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RESUMEN

Se investigd por primera vez la prevalencia de pardsitos en las gbnadas de
Megapitaria squalida en el puerto minero de Santa Rosalia en el Golfo de California.
Para ello, se analizaron histolégicamente un total de 696 gdénadas; 370 del puerto
minero de Santa Rosalia y 326 de San Lucas. Se observd una inusual castracion
parasitaria causada por el desarrollo de larvas de treméatodos dentro de los foliculos
gonadales. Se observaron esporocistos de trematodos dentro de los foliculos que
contenian bolas germinales y cercarias en desarrollo y se asociaron con una respuesta
inflamatoria, la cual se evidencié con una intensa infiltracion hemocitica y la formacion
de granulocitomas alrededor de las estructuras del parasito. Se observaron algunas
metacercarias dentro del tejido conectivo ovarico, lo que sugiere que M. squalida
también podria actuar como segundo hospedero intermediario para trematodos
digéneos. La infeccion fue especifica a la edad, ya que las almejas juveniles (1-4 cm
de longitud de concha) no contenian parasitos y la prevalencia en las almejas adultas
aumentd con el tamafio. A diferencia de los machos, que presentaban 4 niveles de
densidad de infeccion, todos los ovarios parasitados mostraban densidades de
infeccidon muy altas. La prevalencia fue significativamente mayor (x> =6,99; gl=1; P =
0,001) en las hembras (30.2%) que en los machos (17%). La mayor prevalencia de
almejas parasitadas se encontr6 en la fase de madurez durante el verano (43.7%)
cuando la temperatura del mar fue mas alta, mientras que la mas baja se observo en
invierno. Es posible que el ambiente contaminado del puerto minero de Santa Rosalia
pueda aumentar la incidencia y la alta densidad de infeccion por larvas de treméatodos

en M. squalida.

Palabras clave: esporocistos, cercarias, metacercaria, bivalvos, contaminacién por

metales pesados.
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INTRODUCCION

Muchos invertebrados sirven como hospederos para una gran variedad de
parasitos (Prinz et al., 2010). Particularmente, los moluscos bivalvos marinos juegan
un papel importante como hospederos para estadios larvales de trematodos digéneos,
siendo los principales parasitos metazoos, tanto en niamero como en los dafios y
patologias que son capaces de provocar (Thieltges et al., 2006; Mufioz et al., 2013),
incluyendo alteraciones en procesos fisiolégicos como el crecimiento y la reproduccion
e incluso la sobrevivencia, lo que representa un riesgo potencial para la actividad
pesquera y acuicola, asi como cambios importantes a nivel poblacional (Taskinen,
1998; Mouritsen & Poulin, 2010). Dentro de los efectos negativos en la reproduccion,
destaca la castracion parasitaria, la cual inhibe parcial o totalmente la ovogénesis y
espermatogénesis, lo que ocasiona la reduccion en la fecundidad y en el potencial
reproductivo (Galaktionov & Dobrovolskij, 2003; Valderrama et al., 2004; Boehs et al.,
2010). Sin embargo, la severidad de estos efectos depende de la prevalencia e
intensidad de infeccion, las cuales varian en relacion a una serie de factores bioticos
y abidticos (Koprivnikar & Poulin, 2009; Gilardoni et al., 2012; Mller et al., 2015). La
talla y el sexo del hospedero (Thieltges, 2008; Miller et al., 2015), la madurez
reproductiva (Taskinen & Saarinen, 1999), asi como la estacionalidad (Mufioz et al.,
2013) y la temperatura del mar (Poulin, 2006; Prinz et al., 2010), han sido reportados
como moduladores del parasitismo en moluscos bivalvos. Asimismo, la contaminacion
también puede influir directa o indirectamente sobre la ocurrencia, la prevalencia, la
intensidad y la patogenicidad del parasitismo (Khan & Thulin, 1991; Lafferty, 1997),
debido al estrés que ocasiona en los organismos, lo cual conduce a cambios en la
resistencia a la adquisicion de infecciones parasitarias (Sures, 2008; Morley, 2010).

El puerto minero de Santa Rosalia se ubica dentro del Golfo de California, en la
costa centro-oriental de la peninsula de Baja California y se caracteriza por presentar
altas concentraciones potencialmente toxicas de metales pesados en los sedimentos
marinos asociadas a la mineria y a la fundicion de cobre que se han llevado a cabo
durante mas de un siglo (Huerta-Diaz et al., 2014). Como resultado, los sedimentos
costeros marinos cerca de este puerto tienen niveles anormalmente altos de algunos

metales pesados y son potencialmente téxicos para la biota marina (Shumilin et al.,

59



2013). Este sitio alberga bancos de almeja chocolata Megapitaria squalida, un bivalvo
de gran importancia comercial en el Pacifico mexicano y en el Golfo de California
(Arellano-Martinez et al., 2006; Lépez-Rocha et al., 2010). El objetivo del presente
trabajo fue documentar la castracion inusual causada por esporocistos de trematodos
y determinar la prevalencia y la densidad de infeccion de parasitos en las gonadas de
M. squalida que habita en el puerto minero de Santa Rosalia. Ademas, se exploro la
posible relacion potencial con la etapa de madurez (juvenil/adulto), el sexo, las etapas
de desarrollo de las gbnadas y la estacionalidad/temperatura superficial del mar, asi

como el efecto en la reproduccién de la almeja.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y tratamiento histologico

Las muestras se colectaron mensualmente de mayo de 2012 a abril de 2013 en
el puerto minero de Santa Rosalia (27°20° N y 112°16’ W), ubicado en el Golfo de
California, en la costa centro-oriental de la peninsula de Baja California, México. Los
altos niveles de metales pesados en los sedimentos marinos son producto de las
actividades mineras y de fundicidon de cobre que se realizaron hace mas de un siglo
(Wilson & Rocha, 1955; Huerta-Diaz et al., 2014); se reportan en los sedimentos
superficiales de la darsena del puerto los valores anormales particularmente de Cu
(3.390 mg kg de sedimentos), Zn (1,916 mg kg), Co (166 mg kg™?), Mn (6.770 mg
kg™), Pb (226 mg kg™), y U (11.8 mg kg™?) (Shumilin et al., 2000; Shumilin et al., 2013).
A la par, se obtuvieron muestras de la playa San Lucas ubicada a 13 km al sur del
puerto (27°13’' Ny 112°16’ W), la cual se utiliz6 como zona de referencia debido a que
no se realizan actividades portuarias ni mineras.

De cada zona, se recolecté un promedio de 30 especimenes de M. squalida a
profundidades de entre 5y 10 m, por medio de buceo semi-autonomo tipo “hooka”. De
cada individuo, se midi6 la longitud total de la concha (distancia maxima antero-
posterior de la concha) (+ 0.1 mm) y se obtuvo una porcién de génada, la cual se fijo
en formaldehido al 10% preparado con agua de mar. Posteriormente, cada porcion de
tejido se deshidratd a través de una secuencia de alcoholes de concentraciones

crecientes, seguido de un proceso de aclaramiento con Hemo-De® e inclusién en
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Paraplast-Xtra®. Con un microtomo se obtuvieron cortes de 5 um de grosor y se
tiferon con hematoxilina de Harris y eosina (H&E) (Humason, 1979). La estructura de
las gbnadas fue examinada bajo el microscopio de luz para determinar el sexo, la fase
de desarrollo gametogénico de cada individuo y la presencia de parasitos. Para
establecer las fases de desarrollo gonadico se utilizo la escala propuesta por Arellano-
Martinez et al. (2006) para esta especie (reposo, desarrollo, madurez, desove y

posdesove).

Andlisis del parasitismo

Con base en las observaciones histolégicas de las génadas, se describieron las
caracteristicas de los trematodos encontrados siguiendo el trabajo de da Silva et al.
(2002). Se determiné la densidad de infeccion (Bush et al., 1997) en los machos y
hembras, calculando el area ocupada por parasitos y por gametos con respecto al area
total de los foliculos en cinco campos histoldgicos seleccionados al azar de cada corte
histolégico. El célculo de las areas se realizd con el programa SIGMA SCAN PRO
software (v. 5.0, Systat Software, Inc.). Los valores de densidad de infeccion se
categorizaron de acuerdo a la escala propuesta por Ceuta & Boehs (2012) como sigue:
densidad ligera < 5% del tejido ocupado por parasitos; moderada 5-25%; alta 25-50%
y muy alta > 50% del tejido ocupado por parasitos.

La prevalencia de parasitos en las almejas de cada zona fue calculada de
acuerdo a Margolis et al. (1982) dividiendo el nimero de individuos parasitados entre
el numero total de individuos muestreados y expresandola en porcentaje. La
prevalencia se analiz6 por etapa de madurez (juvenil/adulto) y sexo, asi como por fase
de desarrollo gametogénico y por estacion del afio (primavera, verano, otofio e
invierno). Adicionalmente, se obtuvieron datos de temperatura superficial del mar por
medio de imagenes del satélite Aqua MODIS, con la finalidad de analizar la influencia

de esta variable sobre la incidencia de parasitos.

Anélisis estadisticos
Las diferencias en la frecuencia de almejas parasitadas y no parasitadas

(prevalencia) para cada fase de desarrollo gonadico (reposo, desarrollo, madurez,
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desove y posdesove) y estacion del afio fueron evaluadas usando una prueba de Chi-
cuadrada (x?). Para el caso de la relaciéon entre sexos, la prueba se realizé entre la
prevalencia de hembras parasitadas respecto a la de los machos parasitados. La
correlacion entre la prevalencia y la talla, asi como con la temperatura superficial del
mar se determin6 con una prueba de rangos de Spearman (Zar, 1996). Los analisis
estadisticos se realizaron mediante el software para Windows STATISTICA (version

6.0, StatSoft). El nivel de significancia (a) se establecio en 0.05 para todas las pruebas.

RESULTADOS

Se analizaron histol6égicamente un total de 696 gonadas de M. squalida; 370 del
puerto de Santa Rosaliay 326 de la playa San Lucas. En ambas zonas se presentaron
gonadas saludables sin la presencia de parasitos, y Unicamente en el puerto de Santa

Rosalia se observaron gonadas parasitadas.

Estructura histolégica de génadas saludables

Las almejas sin presencia de parasitos, con una estructura gonadal normal
saludable, presentaron las siguientes caracteristicas: En el ovario se observaron
foliculos con células gaméticas en distintas fases de desarrollo, desde ovogonias hasta
ovocitos posvitelogénicos (Fig. 1A). Los foliculos practicamente estan llenos de
ovocitos posvitelogénicos libres en el lumen, los cuales presentan una forma
poliédrica. También se observan algunos ovocitos previtelogénicos adheridos a la
pared folicular y el tejido conjuntivo reducido debido al crecimiento de los gametos. En
el testiculo, el espacio intrafolicular se ve disminuido y el tejido conjuntivo es poco
evidente. En la pared de los foliculos se observa una capa gruesa de espermatogonias

y el lumen se encuentra lleno de espermatozoides (Fig. 1B).
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Figura 1. Microfotografias de cortes histologicos (H&E) transversales de la gbnada de
Megapitaria squalida. A) Estructura histologica normal, de un ovario con gametos en
distintas fases de desarrollo, ovogonias (OO) y ovocitos previtelogénicos (PO)
adheridos a la pared del foliculo, ovocitos vitelogénicos (VO) y ovocitos
postvitelogénicos (PVO) sueltos en el lumen de los foliculos. B) Estructura histologica
normal, de un testiculo con una capa de espermatogonias (SO) adheridas a la pared

del foliculo y espermatozoides (SZ) en el lumen. Escala: 50 pum.

Estructura histolégica de gonadas parasitadas

Las gonadas parasitadas presentaron larvas de treméatodos digéneos dentro de
los foliculos. En los ovarios, se observaron esporocistos conteniendo sacos germinales
y cercarias en desarrollo reemplazando a las células gaméticas (Fig. 2A-C). En todas
las observaciones, los foliculos se presentaron en su mayoria totalmente invadidos por
esporocistos y solo algunos gametos remanentes. Se observé un proceso de
infiltracibn hemocitica intensa, la cual originé la formacién de granulocitomas rodeando
algunas estructuras parasitarias (Fig. 2D). En los testiculos, se presentd un patron
similar, en donde los foliculos estuvieron invadidos por esporocistos con sacos

germinales y cercarias en desarrollo (Fig. 3A-D).

63



A8 Y bF
i »;/ ",,\ —
@ -‘ A 0 :. ‘ ;
T -‘W‘ e 3
o "
Y, S
i

Figura 2. Microfotografias de cortes histoloégicos (H&E) transversales del ovario de
Megapitaria squalida parasitado por trematodos. A-C) Dentro de los foliculos se
presentan esporocistos (S) que contienen sacos germinales (GB) y cercarias en
desarrollo (DC). Se observan algunas ovogonias (OO), ovocitos vitelogénicos (VO) y
postvitelogénicos (PVO) remanentes. D) Presencia de granulocitomas (*) en ovario

parasitado. Escala: 50 pm.
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Figura 3. Microfotografias de cortes histolégicos (H&E) transversales del testiculo de
Megapitaria squalida parasitado por trematodos. A-D) Dentro de los foliculos se
presentan esporocistos (S) con bolas germinales (GB) y cercarias en desarrollo (DC)
que desplazan a los espermatozoides (SZ). Se observan diferentes grados de
intensidad de infeccién ligera (A), moderada (B), alta (C) y muy alta (D). Escala: 50
pm.
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Se observaron metacercarias enquistadas dentro del tejido conjuntivo de
algunos ovarios (Fig. 4), las cuales no pudieron ser identificadas taxonGmicamente.
Estas se caracterizaron por una forma corporal elongada, con la presencia de una
ventosa oral y un acetabulo (ventosa ventral). Seguida de la ventosa oral, se observé
la faringe y hacia la parte media a la altura del acetabulo, se observo el ciego intestinal.
En la parte posterior, se presenté el poro excretor. No se observo la presencia de
espinas ni de aparatos reproductores. Las caracteristicas morfométricas de las

metacercarias se presentan en la Tabla 1.

Figura 4. Metacercaria enquistada en el tejido conectivo del ovario de Megapitaria

squalida. Se observa la pared del quiste (CW), la ventosa oral (OS); la faringe (P); el
acetabulo (AC); el ciego intestinal (CG); y el poro excretor (EP). Escala: 50 pum.
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Tabla 1. Caracteristicas morfométricas (valores promedio) de las metacercarias

enquistadas (n = 7) en el tejido conectivo de ovario de Megapitaria squalida.

Caracteristica Medida  Media (um) £ error estandar
Quiste de la metacercaria Diametro 273.1+52.4
Pared del quiste grosor 10.1+1.7
Cuerpo de la metacercaria Diametro 174.4 + 39.5
Longitud 324.3+77.3
Ventosa oral Didmetro 77.6 £184
Longitud 68.7 £15.1
Faringe Diametro 53.8 £13.6
Longitud 485+ 15.1
Acetabulo Didmetro 925+ 16.8
Longitud 92.6 £16.9
Poro excretor Diametro 26.9+9.3
Longitud 27.6 £9.8

Densidad de infeccion

Todos los ovarios parasitados presentaron una intensidad de infeccidon muy alta,
en donde practicamente no hubo células gaméticas dentro de sus foliculos. En
contraste, en el testiculo presentaron los distintos niveles de intensidad de infeccion,
los cuales se identificaron por el aumento del area ocupada por parasitos en relacion
con el area ocupada por gametos (Fig. 5). En la intensidad ligera, el &rea ocupada por
parasitos (3%) fue menor al area ocupada por gametos (97%) (Fig. 3A). En la
intensidad moderada, la cobertura de parasitos incrementa (16%) y por consiguiente,
el area espermatica disminuye (84%) (Fig. 3B). La alta intensidad, se caracterizd por
un aumento importante de la cobertura de parasitos dentro de los foliculos (40%) y una
disminucion del area espermatica (60%) (Fig. 3C). Finalmente, en el nivel de intensidad
de infeccion muy alta, la mayor parte del foliculo esta parasitada (78%) y resta muy
poca area espermatica (28%) (Fig. 3D). Considerando el total de las almejas

parasitadas (machos y hembras) se encontr6 que la mayor proporcion de ellas
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presentd una intensidad de infeccibn muy alta (68.5%), mientras que el menor

porcentaje (3%) correspondié a una infeccion ligera (Fig. 6).
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Densidad de infeccion

Figura 5. Porcentaje de area ocupada por parasitos en foliculos testiculares de
Megapitaria squalida y area ocupada por gametos en cada nivel de intensidad de

infeccion. Las barras indican el error estandar.
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Figura 6. Frecuencia de cada nivel de intensidad de infeccion de parasitos en la

gonada de Megapitaria squalida. Las barras indican el error estandar.
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Prevalencia total, por tallas, sexo, fase de desarrollo gametogénico,
estacionalidad y temperatura del mar

La prevalencia total, por talla, sexo, fase de desarrollo gonadico y por estacion
del afio se muestra en la Tabla 2. De las 370 almejas obtenidas en Santa Rosalia, 87
estuvieron parasitadas (23.5% de prevalencia) con esporocistos de trematodos
digéneos en la gonada.

Respecto a larelacién con la talla, se present6 una correlacion significativa entre
la longitud de la concha y la prevalencia (r = 0.816, P = 0.00). La mayor prevalencia se
registrd6 en las almejas mas grandes, de 7-8 cm de longitud de concha (30.6%),
mientras que en las almejas pequefas (1-4 cm de longitud de concha) no se presenté
incidencia de parésitos.

La prevalencia entre sexos fue mayor en hembras (30.2%) que en machos
(17%) y en relacién a la fase de desarrollo gonadico, se observé la mayor prevalencia
de almejas parasitadas en la fase de madurez (54.5%) y en la época de verano (41.5%)
y no se encontré diferencias significativas entre el nimero de almejas parasitadas y no
parasitadas (x> = 0.63; P = 0.425 y x2 = 2.8; P = 0.090, respectivamente). Por otra
parte, se presentd una correlacion significativa entre la prevalencia y la temperatura
del mar (r = 0.582, P = 0.046) (Fig. 7). La mayor prevalencia se present6 en julio y
agosto (63 y 40%, respectivamente), cuando se presentaron temperaturas altas (29 y
30°C, respectivamente). En noviembre, diciembre y enero se presentaron las
prevalencias mas bajas (7, 0 y 0%, respectivamente) cuando la temperatura disminuyo

(23, 20 y 16°C, respectivamente).
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Tabla 2. Prevalencia de parasitos en la gdnada de Megapitaria squalida. Se muestra la prevalencia (%) total, por intervalo
de talla, sexo, fase de desarrollo gonadico y por estacidon del afio. Los analisis corresponden a la correlacion de Spearman

(r) y ala prueba de Chi-cuadrada (x?). Los valores de P significativos (< 0.05) se indican con un asterisco (*).

No. de Almejas Prevalencia L
) . Analisis
almejas parasitadas (%)
Total 370 87 23.5
Longitud de la concha (cm)
1-2 2 0 0
3-4 2 0 0 - — *
5.6 151 21 13.9 r=0.816, P = 0.001
7-8 215 66 30.6
Sexo
Hembras 182 55 30.2 9_ A .
Machos 188 32 17 x2=6.99; df = 1; P =0.001
Fases de desarrollo gonadico
Reposo 20 0 0 ¥x?>=20;df =1; P =0.010*
Desarrollo 75 17 22.6 ¥X2=22.4;df=1; P =0.000*
Madurez 77 42 54.5 ¥>=0.63;df =1; P =0.425
Desove 152 26 17.1 ¥?>=65.7; df = 1; P = 0.005*
Posdesove 46 2 4.3 ¥x?>=38.3; df = 1; P =0.001*
Estacionalidad
Primavera 86 27 31.3 ¥>=11.9; df = 1; P =0.010*
Verano 101 42 41.5 x?>=12.8;df =1; P=0.090
Otoio 93 14 15 ¥>=45.4; df = 1; P =0.001*
Invierno 90 4 4.4 X>=74.7;df=1; P=0.001*
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Figura 7. Variacion mensual (mayo de 2012 a abril de 2013) de la temperatura del mar

y la prevalencia de parasitos en la génada de Megapitaria squalida.

DISCUSION

En el Pacifico mexicano, incluyendo el Golfo de California se han realizado
diversos estudios histologicos del tejido gonadico de M. squalida (Singh-Cabanillas et
al., 1991; Villalejo-Fuerte et al., 1996; Baqueiro & Aldana, 2000; Villalejo-Fuerte et al.,
2000; Arellano-Martinez et al., 2006; Romo-Pifiera et al., 2009) y en ninguno de ellos
se ha reportado la ocurrencia de parasitos, por lo que este trabajo corresponde al
primer registro de parasitos para la especie, especialmente de treméatodos digéneos.

La gonada es a menudo el principal érgano infectado por larvas de trématodos
digéneos (Lauckner, 1983a), lo que a su vez afecta a la produccién de células
gaméticas y al rendimiento reproductivo del huésped (Gilardoni et al., 2012; Corte,
2015). La infeccion ocurre comunmente en el espacio hemocélico de la gonada (Cort
et al., 1954; Lauckner, 1983b; Galaktionov & Dobrovolskij, 2003); sin embargo, cabe
destacar, que en el presente estudio los esporocistos se encontraron dentro de los

foliculos. El crecimiento terminal en los espacios hemocélicos conduce a una
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compresion gradual de los acinos por la masa del esporocisto que resulta en una
castracion parasitaria parcial o, en la mayoria de las veces, completa (Lauckner, 1983;
Valderrama et al., 2004). Un dafio fisico similar parece ser responsable de la castracion
en M. squalida; sin embargo, en lugar de que los foliculos se compriman desde el
exterior (Laucker, 1983a; Galaktionov & Dobrovolskij, 2003; Valderrama et al., 2004),
son invadidos desde el interior, o que causa la destruccion y reemplazo de los gametos
a través de la acumulacion de esporocistos parasitarios (Oliva, 1992). Los cambios
histolégicos en los foliculos gonadales de M. squalida de Santa Rosalia sugieren que
las larvas de treméatodos causan una castracion mecanica, ya que no se observaron
indicios de alteracion o desorganizacion celular. Sin embargo, no podemos descartar
una castracion quimica de los parasitos a través de la secrecion de sustancias liticas
y toxinas que conducen al deterioro de las células reproductivas (Oliva, 1992). Lo mas
probable es que la castracion sea debido a dafios tanto mecanicos y la
descomposicion de los tejidos (Winstead et al., 2004).

Los trematodos digéneos pueden usar a los bivalvos como hospederos
primarios (primeros intermedios) o secundarios (segundos intermediarios), 0
excepcionalmente como anfitriones definitivos (ver revisiones de Laucker, 1983a y
Galaktionov & Dobrovolskij, 2003). En este caso, la presencia de esporocistos con
bolas germinales y cercarias en desarrollo indica que M. squalida es utilizada por los
trematodos como primer huésped intermedio, lo cual es comun en los moluscos
bivalvos (Aldana et al., 2009; Gilardoni et al., 2011). Sin embargo, la presencia de
metacercarias enquistadas en el tejido conectivo de la gbnada, sugiere que M. squalida
podria actuar también como un segundo huésped intermedio.

En general, se sabe que el desarrollo de trematodos (esporocistos o redias) en
el primer huésped intermediario tiene efectos negativos, como la inhibicion de las
funciones en los tejidos parasitados (Corte, 2015), pero con ninguna 0 muy poca
reaccion del huésped (Laucker, 1983a; Galaktionov & Dobrovolskij, 2003; Boehs et al.,
2010). En el presente estudio, se encontrd que el tejido conectivo de las gbénadas
parasitadas en las hembras y los machos mostré la misma organizacion en relacion
con las génadas no parasitadas. Sin embargo, otra evidencia del efecto negativo sobre

la reproduccion de M. squalida fue la respuesta inflamatoria, como lo demuestra una
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fuerte infiltracion hemocitica y la formacion de granulocitomas alrededor de las
estructuras del parasito. Esta fuerte reaccion del huésped, presumiblemente inducida
por esporocistos (o redias), parece ser poco frecuente en los moluscos que actian
como primeros huéspedes intermedios de trematodos digéneos (Cremonte et al.,
2005). En los moluscos bivalvos, la actividad hemocitica esta implicada en varias
funciones fisiologicas; en el caso de la respuesta inmune, estas células desempefian
un papel clave porque detectan, encapsulan y fagocitan agentes extrafios, que son
posteriormente removidos (mecanismo principal de defensa celular) (Cima et al., 2000;
Mayrand et al., 2005). La formacién de granulocitomas en nuestro estudio indica que
M. squalida tiene la capacidad inmunolégica para encapsular y destruir los parasitos;
sin embargo, su efectividad depende de la densidad de infeccion y el estado
inmunolégico de la almeja. En este sentido, la infiltracion hemocitica mas intensa se
observo en los foliculos con una densidad de infeccion muy alta, similar a los hallazgos
reportados por da Silva et al. (2002) en el manto de mejillones fuertemente infectados
por treméatodos (Bucephalus sp.).

A diferencia de los esporocistos, las metacercarias no causaron ningun efecto
negativo en la estructura histologica de las almejas de Santa Rosalia, ni se observo
una respuesta celular, tal vez porque la intensidad de la infeccién era baja (1 a 3
metacercarias enquistadas por espécimen). En general, la infeccion por metacercarias
generalmente no causa la castracion del hospedero (Lauckner, 1983a) u otro dafio
grave o lesion significativa (Bower et al., 1994; Winstead et al., 2004). Sin embargo,
cuando la abundancia de parasitos y la intensidad de la infeccion son altas, los efectos
patoldgicos son generalmente evidentes en los tejidos y la concha, incluyendo la
hipertrofia y la deformidad de las valvas (Boehs et al., 2010), por lo cual los treméatodos
pueden ser un determinante importante que afecte el crecimiento de los bivalvos
(Taskinen, 1998; Thieltges, 2006).

Por otro lado, el analisis de la prevalencia por etapa de madurez reveld que los
parasitos estaban presentes en las gbnadas de especimenes adultos (longitud de la
concha > 5 cm). Este patron coincide con los reportes que indican una mayor
prevalencia de infestacion de bucéfalos en mejillones mas grandes/mas viejos (Lasiak,

1993; Villalba et al., 1997). Las almejas mas grandes o mas viejas han sido expuestas
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al agente infeccioso por un periodo mas largo y filtran mayores volimenes de agua en
relacion con individuos mas pequefios 0 mas jovenes, por lo gue son mas susceptibles
a la infeccion (Boehs et al., 2010). También se ha sugerido que los huéspedes mas
grandes tienen mas espacio para ser parasitados y proporcionar mas energia
disponible para los parasitos (Taskinen & Valtonen, 1995).

Otro resultado poco frecuente encontrado en nuestro estudio, es la mayor
prevalencia de infeccion en hembras (30.2%) en comparacién con los machos (17%).
Por lo general, ambos sexos del huésped bivalvo son afectados y esterilizados por
bucéfalos en una extension similar (Lauckner, 1983a). Se ha observado una
desviacion de esta regla general en Pecten alba en la bahia de Port Phillip (Victoria,
Australia), donde hasta el 67% de la poblacién de este pectinido se componia de
hembras estériles (Sanders, 1966). En los moluscos bivalvos, la cantidad de energia
asignada a la reproduccion es relativamente alta, particularmente en las hembras; por
lo tanto, las hembras pueden asignar menos energia a la defensa del sistema inmune,
lo que las hace més vulnerables al parasitismo (Taskinen & Valtonen, 1995, Miiller et
al., 2015). Sin embargo, faltan estudios detallados para explicar estas discrepancias y
se necesitan experimentos de laboratorio para examinar la prediccion de que las
almejas hembra son mas vulnerables que los machos. La prevalencia de parasitos en
estas almejas mostr6 un marcado patron estacional, con la mayor prevalencia de
parasitos en el verano, cuando las temperaturas del agua de mar fueron mas altas.
Aunque algunos estudios han demostrado que las altas temperaturas favorecen la
maduracién de las larvas de trematodos, asi como el aumento en la produccion de
cercarias (Poulin & Mouritsen, 2006; Prinz et al., 2010; Muioz et al., 2013); existe un
umbral optimo de temperatura para el desarrollo de las larvas (Morley & Lewis, 2013).
Aunque la temperatura se considera uno de los principales parametros que rigen el
ciclo de vida de muchos parasitos, sus efectos pueden variar dependiendo de la
especie (Koprivnikar & Poulin, 2009).

Por dltimo, la prevalencia total de larvas de treméatodos en la goénada de M.
squalida de Santa Rosalia fue muy alta (23.5%) en comparacion con las reportadas
para otros veneridos en sitios moderadamente contaminados o no contaminados:

1.82% en Eurhomalea lenticularis (Valderrama et al., 2004), 6.67% en Protothaca
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antiqua (Cremonte et al., 2005), 7.43% en Anomalocardia brasiliana (Boehs et al.,
2010) y 0.45% en Amiantis purpurata (Gilardoni et al., 2011). Lo anterior, junto con la
ausencia de parésitos en las almejas de San Lucas, sugiere que la alta prevalencia de
parasitos en almejas de Santa Rosalia se debe a los niveles anormalmente altos
promedio de algunos metales pesados en los sedimentos superficiales de la darsena
del puerto de Santa Rosalia, particularmente Cu (3,390 mg kg™) Zn (1,916 mg kg™),
Co (166 mg kg™), Mn (6,770 mg kg™), Pb (226 mg kg™) y U (11.8 mg kg™?) (Shumilin
et al., 2013). Es sabido que el estrés relacionado con la contaminacion y el estrés
ambiental natural actian de forma sinérgica o, rara vez, antagOnicamente, y
determinan en gran medida la respuesta del organismo a los agentes causantes de
enfermedades (Lauckner, 1983a). De manera similar, los organismos que viven en
sitios contaminados son mas susceptibles a ser parasitados, ya que los contaminantes
afectan negativamente al sistema inmunitario (baja inmunocompetencia), por lo que
disminuyen la resistencia de los hospedadores a las infecciones (Morley et al., 2006).
No obstante, también es posible que el parasito tenga una distribucion diferencial (no
hay presencia en San Lucas), pero la proximidad de ambos sitios (13 km sobre la
costa) lo hace altamente improbable.

En conclusion, este primer registro de larvas de trematodos digéneos en la
gonada de M. squalida indica que estos bivalvos sirven como hospederos
intermediarios y que la elevada densidad de infeccion causa castracion parasitaria,
afectando asi la reproduccién del huésped. Lo mas probable es que el ambiente
contaminado de Santa Rosalia favorece la aparicion y alta densidad de infeccién de
las almejas por las larvas de trematodos, que aumenta en la estacién célida. Sin
embargo, se necesitan mas analisis y trabajo de laboratorio para examinar los
mecanismos subyacentes a las infecciones, asi como comprender mejor esta compleja
relacion parasitismo-contaminacion. Dado el alto valor comercial y el consumo humano
de la almeja chocolata, es esencial llevar a cabo mas estudios centrados en la
identificacion taxonoOmica y el ciclo de vida de sus parasitos (incluyendo otros
huéspedes potenciales). Esta informacion sera util para el manejo de las poblaciones
naturales y el cultivo de esta almeja, asi como para una adecuada evaluacion sanitaria

de las almejas destinadas al consumo humano.
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CAPITULO 3

SALUD REPRODUCTIVA DETERIORADA DE Megapitaria squalida EN EL
PUERTO MINERO DE SANTA ROSALIA, BCS, MEXICO

1. NEOPLASIA TESTICULAR
Este capitulo fue sometido bajo la siguiente referencia:
Yee-Duarte, J.A., Ceballos-Vazquez' B.P., Shumilin, E., Kidd, K. and Arellano-
Martinez, M. GONADAL NEOPLASIA IN MALES OF CHOCOLATE CLAM

Megapitaria squalida (MOLLUSCA: BIVALVIA) FROM A HEAVY METALS
POLLUTED HARBOR. Journal of Invertebrate Pathology.
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RESUMEN

Este estudio reporta por primera vez la ocurrencia de neoplasia en las gonadas
de almeja Megapitaria squalida. Se observo la presencia de neoplasia gonadal tipo
germinoma unicamente en machos del puerto minero de Santa Rosalia (6.2% de
prevalencia), un sitio con altas concentraciones de metales pesados. Las
caracteristicas citodiagndésticas de las células neopldsicas muestran la presencia de
anisocariosis e hipercromasia, asi como algunas figuras mitéticas. La afectacion
tumoral se present6 desde intensidad baja hasta alta, con la mayoria de los foliculos
totalmente invadidos y en algunos casos, se observo la pérdida de la arquitectura
gonadal con la ruptura de la pared del foliculo. Los resultados indican que los tumores

gonadales son malignos y afectan negativamente la espermatogénesis de M. squalida.

Palabras clave: germinoma, tumores gonadales, moluscos bivalvos, contaminacion

por metales pesados.
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INTRODUCCION

La neoplasia gonadal, es una condicion tumoral que se caracteriza por la
sustitucion del epitelio germinal normal con células poliédricas hipertrofiadas (Barber,
2004). Basados en su origen, esta neoplasia se ha clasificado en tres histotipos
basicos: de origen estromal, formado por células fusiformes; el gonadoblastoma, una
mezcla tumoral de células del estroma y del tejido germinal; y el germinoma,
caracterizado por la proliferacion anormal de células germinales inmaduras (Peters et
al., 1994; Darriba et al., 2006). En todos los casos, esta enfermedad progresiva a
menudo lleva a la muerte del animal, aunque a la fecha, su ocurrencia ha sido
reportada en pocos moluscos bivalvos en el mundo (Carballal et al., 2015) tales como
Mercenaria mercenaria (Yevich & Barry, 1969); Crassostrea virginica (Peters et al.,
1994); Mya arenaria (Barber, 1996); Ensis arcuatus (Darriba et al., 2006) y Mytilus
galloprovincialis (Ruiz et al., 2011). Su incidencia ha sido mayormente encontrada en
los ovarios (Barry & Yevich, 1972; Hesselman et al., 1988), pero estudios mas
recientes han confirmado una mayor incidencia en los machos (Alonso et al., 2001;
Ruiz et al., 2011), sin tener a la fecha una relacion clara entre el sexo y el desarrollo
de la neoplasia.

Los agentes etiolégicos de la neoplasia gonadal son aun desconocidos (Darriba
et al., 2010), sin embargo, diversos autores han sugerido una relaciéon causa y efecto
de la contaminacion ambiental sobre el desarrollo de enfermedades neoplasicas en
moluscos bivalvos (Wolowicz et al., 2005). De hecho, el primer reporte de neoplasia
gonadal en M. arenaria se produjo después de un derrame de petrdleo No. 2 y de
combustible para aviones JP-5 Long Cove, Maine, EE.UU. (Barry & Yevich, 1975). El
puerto minero de Santa Rosalia, en el Golfo de California, México es un puerto de
cabotaje en el que el mayor movimiento de embarcaciones proviene de la comunidad
de pescadores del pueblo. Sin embargo, es una zona que presenta altas
concentraciones de elementos potencialmente téxicos en los sedimentos marinos
provenientes de la antigua mineria y en el que se han reportado valores anormales de
Cu (3,390 mg kg™), Zn (1,916 mg kg™), Co (166 mg kg™), Mn (6,770 mg kg™1), Pb (226
mg kg™), y U (11.8 mg kg™?) (Shumilin et al., 2013). En este sitio, existen bancos de
almeja chocolata Megapitaria squalida, un bivalvo de mucha importancia comercial en
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México. Derivado de un estudio sobre el estado de salud de esta especie en diferentes
localidades costeras de la peninsula de Baja California, México, se encontré que en
este sitio M. squalida muestra una pobre condicion fisiologica (Yee-Duarte et al.,
2017a). Dado lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue investigar la ocurrencia
de neoplasia en M. squalida en el puerto minero de Santa Rosalia y en una zona

cercana sin actividades mineras.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron mensualmente 30 especimenes de M. squalida entre mayo de
2012 y abril de 2013 en un punto adyacente a la zona “hot spot” (Shumilin et al., 2013)
del puerto minero de Santa Rosalia (27°20° N y 112°16’ W). A la par, también se
obtuvieron muestras en la playa San Lucas ubicada a 13 km al sur del puerto (27°13’
Ny 112°16° W), la cual se utiliz6 como zona de referencia debido a que ahi no se
realizan actividades mineras. Para cada espécimen, se registraron el peso total y el
peso del tejido humedo (+ 0.1 g) para calcular el indice de condicién como la relacion
relativa (porcentaje) entre el peso del tejido humedo (sin concha) y el peso total
(Mouneyrac et al., 2008). Una porcién de la gonada de cada individuo se fij6 en
formaldehido al 10% preparado con agua de mar y estas muestras se procesaron con
la técnica histoldégica convencional, que consiste en la deshidratacion del tejido,
aclaramiento con Hemo-De® e inclusion en Paraplast-Xtra®. Con un micrétomo, se
obtuvieron cortes de 5 pm de grosor y se tifieron con hematoxilina de Harris y eosina
(H&E) (Humason, 1979) y después se observo la estructura gonadica bajo el
microscopio de luz. La prevalencia fue calculada como la relacién entre el nUmero de
individuos con presencia de neoplasia y el total de individuos analizados en cada lugar.
Se determind la intensidad de tumoracion con base en la escala propuesta por Ruiz et
al. (2013) como sigue: (1) baja intensidad, con uno o pocos foliculos gonadales
afectados, (2) moderada, que afecta a casi la mitad de los foliculos y (3) alta intensidad,
con la mayoria de los foliculos afectados. El indice de condicion de los machos con
neoplasia versus sin neoplasia se compard dentro de los sitios con una prueba de
Kruskal-Wallis (Zar, 1996). Para esta comparacion, solo se utilizaron almejas sanas de

los mismos meses y tamafios (longitud de concha) de las almejas con neoplasia.
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RESULTADOS

En total se obtuvieron 370 especimenes de Santa Rosalia (182 hembras y 188
machos); 326 de San Lucas (159 hembras y 167 machos) fueron recolectados. Se
observé una estructura gonada normal en todos los individuos recogidos en el sitio de
San Lucas. En contraste, de 188 machos recolectados en Santa Rosalia, 23 tenian
tumores (prevalencia general: 6.2% y 12.2% de machos con neoplasia). Todas las
hembras de este sitio tenian una estructura gonadal normal. El indice de condicion fue
significativamente menor (H1, 46 = 7.12, P = 0.007) en las almejas con neoplasia (16.7
+ 3.4) en comparacion con las almejas que no tenian neoplasia (19.5 + 2.6). En los
machos sanos, el tejido gonadico presentaba foliculos con una estructura normal, los
cuales contenian una capa de espermatogonias en su periferia y el lumen lleno de
espermatozoides (Fig. 1A). En los testiculos afectados también se observaron foliculos
sanos, sin embargo, muchos presentaban tumores, los cuales se caracterizaron por la
proliferacion anormal de células germinales no diferenciadas formando una masa
principalmente en el lumen folicular. Se presentaron las tres etapas de intensidad de
tumoracion. En la intensidad 1, se observaron de 1 a 3 foliculos testiculares con
presencia de células neoplasicas identificadas como pequefios focos en el lumen de
los foliculos y la estructura folicular no presenté modificacion (Fig. 1B); la intensidad 2,
se caracterizo por la ocurrencia de tumores en casi el 50% de los foliculos, y aunque
no se observo alteracion en la estructura folicular, la mayoria del foliculo estaba
invadido (Fig. 1C); en la intensidad 3, la mayoria de los foliculos presentaron tumores
y practicamente invadidos de células neoplasicas, lo que provocé el desplazamiento
de las células gaméticas, y en algunos casos, se perdié la estructura folicular con la
ruptura de las paredes de los foliculos y la invasion del tumor hacia el tejido conectivo
(Fig. 1D). La mayoria de las células que conforman los tumores presentan citoplasma
basofilico y algunas presentan acidofilico, con nucleos de distinto tamafio y tefiidos

intensamente y en algunos casos, se observaron figuras mitéticas (Fig. 1E y F).
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Figura 1. Fotomicrografias de secciones histolégicas (H&E) del testiculo de

Megapitaria squalida. (A) Estructura folicular normal de un testiculo conteniendo
espermatogonias adheridas a la pared del foliculo y espermatozoides en el lumen. (B)

Baja intensidad de masas neoplasicas (asteriscos) dentro del lumen de los foliculos.

81



(C) Intensidad moderada de neoplasia en casi el 50% de los foliculos; es evidente la
gran invasion neoplasica, pero sin afectar la estructura. (D) La mayoria de los foliculos
estan afectados y aparecen completamente invadidos por la neoplasia; se pierde la
estructura folicular. (E) y (F) Formacion de masas de células neoplasicas con
citoplasma aciddfilo y algunos basofilos, con nucleos tefiidos intensamente de

diferentes tamafios. Se presentaron algunas figuras mitoticas (flechas). Escala: 50 pum.

DISCUSION

Con base en las caracteristicas histologicas observadas, los tumores
encontrados en M. squalida de la costa del pueblo minero Santa Rosalia en el Golfo
de California corresponden al histotipo del germinoma. Esta es la forma mas
representativa de neoplasia gonadal en los bivalvos (Peters et al., 1994; Darriba et al.,
2006), y el presente estudio es el primer caso de neoplasia reportado en moluscos
bivalvos marinos en México. Las caracteristicas citodiagnosticas de las células
neoplasicas en el testiculo de M. squalida revelan el mismo tipo de patologia reportada
para otros moluscos (Alonso et al., 2001; Carella et al., 2009). Las caracteristicas de
esta neoplasia gonadal encontradas en los foliculos testiculares de M. squalida
coinciden con las descritas para los germinomas reportados para Mercenaria spp.
(Yevich & Barry, 1969; Hesselman et al., 1988), Mya arenaria (Barber, 1996; 2004),
Ensis arcuatus (Darriba et al., 2006) y Ensis siliqua (Ruiz et al., 2013). Las diferencias
en el tamafo de los nucleos celulares sugieren anisarioosis, asi como la variacion en
la intensidad de la tincion en algunos nucleos, indicativa de hipercromasia (Lauckner,
1983). Por otro lado, aunque las figuras mitdticas son mas comunes en la neoplasia
diseminada (Ruiz et al., 2013), el hecho de que se observaron en el estudio actual
confirma la proliferacion celular.

En este estudio, la prevalencia del germinoma fue baja (6.2%) en comparaciéon
con los informes de Mercenaria spp. (80%) en la costa central de Florida (Arnold et al.,
2002), pero similares a los reportados para M. mercenaria (2.6%) de Rose Island,
Rhode Island (Barry & Yevich, 1972) y Mercenaria spp. (11.6%) de Indian River, Florida
(Hesselman et al., 1988). La neoplasia gonadal se ha observado principalmente en

hembras (Barry & Yevich, 1972; Hesselman et al., 1988; Barber, 1996); sin embargo,
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este estudio lo encontrd solo en machos, como informaron anteriormente Alonso et al.
(2001) y Ruiz et al. (2011). Aungue no hay una explicacion convincente para esta
observacion en Santa Rosalia, la enfermedad puede afectar la diferenciacién sexual,
lo que resulta en una mayor proporcién de hembras o machos enfermos, dependiendo
de las circunstancias particulares (Carballal et al., 2015). Obviamente se requiere mas
evidencia para confirmar esta hipotesis.

Los efectos méas obvios del germinoma en los bivalvos incluyen la alteracion de
la gametogénesis; a medida que la enfermedad progresa, las células germinales
indiferenciadas proliferan y reemplazan las células gaméticas, lo que conduce a una
fecundidad menor (Carballal et al., 2015). La evidencia histolégica en el presente
estudio revelo6 que los tumores estaban presentes en muy pocos a practicamente todos
los foliculos de los machos del sitio contaminado. Los casos de alta intensidad
involucraron el desplazamiento total de los espermatozoides y, en algunos casos, la
pérdida de la arquitectura gonadal con la ruptura de la pared del foliculo. Por otro lado,
la gonada de M. squalida es adyacente a la glandula digestiva, y no se observo
invasion de las células neoplasicas a este tejido. Sin embargo, el tumor invadio el tejido
conectivo, sugiriendo metastasis y un efecto negativo resultante sobre Ila
espermatogénesis (Barber, 2004; Carballal et al., 2015). Ademas, la condicién baja en
almejas con neoplasia indica un efecto negativo sobre la condicion fisiolégica general
y la emaciacion tisular de M. squalida. Estos son indicaciones generales de que los
organismos afectados estan experimentando estrés nutricional, el resultado de una
reduccion en la ingesta o asimilacion de energia, o una carga metabdlica adicional
impuesta por las células neoplasicas que se multiplican rapidamente (Barber, 2004).

La ausencia de neoplasias gonadales en almejas de San Lucas, a pesar de su
proximidad a Santa Rosalia, sugiere que la contaminacién por metales pesados
promueve el desarrollo de esta enfermedad. Esta idea se ve reforzada por el hallazgo
de neoplasmas en varios moluscos que viven en sitios contaminados (Barber, 2004).
Los efectos adversos de los metales estan relacionados con las concentraciones de
exposicion y la neoplasia gonadal puede ser resultado de una accion toxica directa
sobre los tejidos o de alteraciones indirectas en los mecanismos homeostéaticos, como

el metabolismo y la respuesta inmune (Pipe et al., 1999). Aunque el cobre es un metal
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esencial, con un papel como cofactor en numerosas enzimas (citocromo oxidasa,
superéxido dismutasa, entre otras), puede ser toxico cuando estd presente en
concentraciones mas altas que las necesarias para la funcion metabdlica normal
(Gomes et al., 2011). El papel del cobre tanto en la etiologia como en el crecimiento
de los tumores ha sido extensamente estudiado en animales terrestres, pero muy poco
en acudticos; se ha demostrado que el exceso de cobre es un oxidante potente que
causa la generacion de especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo (Gupte et al.,
2009).

En conclusion, basados en las caracteristicas histologicas se determinoé que los
tumores gonadales son malignos y afectan negativamente la espermatogénesis de M.
squalida del puerto minero de Santa Rosalia, y aunado a la baja condicion fisiol6gica
reportada con anterioridad, la neoplasia posiblemente los conduzca a la muerte. Se
sugiere un efecto del ambiente contaminado como agente etioldgico de la neoplasia,

sin embargo, se requiere de mas investigacion para comprender mejor su etiologia.
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CAPITULO 3

2. ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN LA GONADA

Este capitulo fue sometido bajo la siguiente referencia:

Yee-Duarte, J.A., Ceballos-Vazquez' B.P., Camacho-Mondragén, M.A., Uria-Galicia,
E. and Arellano-Martinez, M. HISTOPATHOLOGICAL ALTERATIONS IN THE
GONAD OF Megapitaria squalida (MOLLUSCA: BIVALVIA) INHABITING A
HEAVY METALS POLLUTED ENVIRONMENT. Journal of Aquatic Animal
Health.
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RESUMEN

El estado de salud gonadica de la almeja chocolata Megapitaria squalida del
puerto minero de Santa Rosalia y de la playa San Lucas (sitio de referencia), Golfo de
California, fue evaluado por medio de analisis histologico y el indice de Alteracion
Histopatologica (IAH) en el tejido reproductivo. Adicionalmente, la acumulacién de
cobre y fierro se determiné histoquimicamente. Nuestros resultados revelaron una alta
acumulacion de cobre (30%) y fierro (45%) solo en las génadas de las almejas de
Santa Rosalia, asi como alteraciones histopatoldgicas que corresponden a respuestas
inflamatorias, procesos degenerativos/progresivos, muerte celular y respuesta a
agentes infecciosos. El IAH fue significativamente mayor en los organismos de Santa
Rosalia (72.18 £ 6.12) con respecto a los de la playa San Lucas (4.60 + 1.07). En la
playa de San Lucas, la mayor prevalencia se da en la etapa de posdesove (43.2%) y
en otofio (18.4%) e invierno (17.8%) en concordancia con el periodo de descanso
reproductivo normal, mientras que en Santa Rosalia la mayor prevalencia ocurre en la
fase de madurez (76.9%) y en primavera (83.7%). En conclusion, nuestros resultados
muestran un estado de salud gonadal deteriorado en M. squalida del puerto minero de
Santa Rosalia y sugieren una relacidon con la exposicion cronica a los altos niveles de
metales pesados en la localidad. La alta prevalencia e intensidad de las alteraciones
histopatolégicas en la génada indican un fuerte efecto adverso en la gametogénesis,
la calidad de las células gaméticas y, en ultima instancia, en el potencial reproductivo

de M. squalida en este sitio.

Palabras clave: histopatologia, bivalvos, reproduccién, ovario, testiculo,

contaminacion por metales pesados.

86



INTRODUCCION

Las zonas costeras marinas son de las principales zonas de productividad
biol6gica, pero también son las mas gravemente afectadas por la presencia de
contaminantes producto de actividades antropogénicas que impactan la salud de la
biota planteando una preocupacién ambiental significativa (Ruiz et al., 2011; Sheir et
al., 2013).

En México, muchos ecosistemas costeros impactados por actividades
antropogénicas muestran signos de degradacion ambiental (Garcia-Gasca et al.,
2010). Diversos estudios han demostrado que la zona costera del puerto minero de
Santa Rosalia, ubicado en la costa centro-oriental del Golfo de California, esta
altamente contaminada por elementos potencialmente téxicos en sus sedimentos
superficiales marinos derivado de las actividades mineras y de fundicion, llevadas a
cabo desde hace mas de un siglo (Shumilin et al., 2000; Huerta-Diaz et al., 2014).
Estas actividades generaron aproximadamente 370 millones de toneladas de
desechos solidos que fueron depositados y abandonados en tierra y en el mar
adyacente (Shumilin et al., 2011). Como resultado, los sedimentos costeros marinos
contienen niveles anormalmente altos de metales pesados como Fe (102,400 mg kg~
1), Cu (3,390 mg kg™), Zn (1,916 mg kg™), Co (166 mg kg™), Mn (6,770 mg kg™), Pb
(226 mg kg™) y U (11.8 mg kg™*) (Shumilin et al., 2011; Shumilin et al., 2013).

La exposicion cronica a concentraciones altas de metales pesados en agua y
sedimento, se asocia tipicamente con el deterioro de las funciones fisiologicas y su
consecuente dafio en la salud de los bivalvos filtradores sedimentarios (Paul-Pont et
al., 2010; Sacchi et al., 2013). El efecto adverso puede resultar de la accion toxica
indirecta sobre los mecanismos homeostéaticos, como el metabolismo y la respuesta
inmune, o de alteraciones sobre tejidos especificos lo que conduce a una mayor
susceptibilidad a patégenos y al desarrollo de alteraciones histopatolégicas (Pipe et
al., 1999; Sheir et al.,, 2013). Particularmente, el deterioro del tejido gonadal y la
viabilidad de los gametos es una de las consecuencias mas devastadoras de la
contaminacion marina, debido a que puede conducir a una disminucion del éxito y
bienestar reproductivo de los organismos (Vaschenko et al., 2013). En este sentido, el

andlisis histopatoldgico se ha convertido en una herramienta importante en los
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estudios de toxicologia ambiental y ha sido considerado como uno de los enfoques
MAs representativos para evaluar los efectos adversos causados por la contaminacion
en diversos programas de biomonitoreo en todo el mundo (Costa et al., 2013; Cuevas
et al., 2015).

A pesar de la clara evidencia de contaminacioén por metales pesados en la zona
costera de Santa Rosalia, se sabe poco sobre alguin efecto en la biota que ahi habita.
Un trabajo previo demostrd que la almeja chocolata Megapitaria squalida presenta una
condicion fisiologica deteriorada, tallas de concha pequefias y un crecimiento
alométrico negativo (Yee-Duarte et al.,, 2017a). Bajo este contexto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar de manera comparativa el estado de salud del tejido
gonadico de la almeja chocolata M. squalida proveniente del puerto minero de Santa

Rosalia y el de un area cercana sin actividades mineras ni portuarias.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Individuos de M. squalida se recolectaron en diferentes fechas entre mayo de
2012 y abril de 2013 en la zona “hot spot” del puerto minero de Santa Rosalia (27°20°
Ny 112°16’ W), situado dentro del Golfo de California, en la costa centro-oriental de la
Peninsula de Baja California, México. A la par, se obtuvieron muestras frente a la playa
San Lucas ubicada a 13 km al sur del puerto (27°13’ Ny 112°16’ W), la cual se utilizo
como zona de referencia debido a que ahi no se realizan actividades portuarias ni
mineras y a que se ha reportado que M. squalida presenta un buen estado de salud
en esa zona (Yee-Duarte et al., 2017a). El peso total y la longitud de la concha de cada
almeja se registraron. Se obtuvo una porcion de la gbnada de cada espécimen y se

fij6 en formaldehido al 10% preparado con agua de mar.

Analisis histopatolégico

Cada porcion de la gonada se deshidratdo a través de una secuencia de
alcoholes de concentraciones crecientes, seguido de un proceso de aclaramiento con
Hemo-De® e inclusion en Paraplast-Xtra®. Con un micr6tomo se obtuvieron cortes de

5 um de grosor y se tifieron con hematoxilina de Harris y eosina (H&E) (Humason,
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1979). Adicionalmente, en ambas zonas de estudio, se seleccionaron al azar 16
individuos para extraerles porciones de gonada y tefirlas con azul Prusia de Perls y
hemateina de Mallory (Howard et al., 2004) para evidenciar la presencia de fierro y
cobre. Estos metales se encuentran en altas concentraciones en los sedimentos de la
zona de estudio y son los mas comunmente analizados con histoquimica convencional
para moluscos bivalvos.

La anatomia interna de las gonadas fue examinada bajo el microscopio de luz
y, con base en las observaciones, se describieron las alteraciones encontradas de
acuerdo a Costa et al. (2013) y Cuevas et al. (2015). La prevalencia de cada alteracion
histopatoldgica se calculé como la relacidn entre el nimero de individuos afectados y
el numero total de individuos analizados en cada zona de estudio (Bush et al., 1997).

Las alteraciones histopatolégicas fueron categorizadas por nivel de severidad:
(1) leve, (2) moderado y (3) grave, de acuerdo a lo propuesto por Costa et al. (2013) y
Cuevas et al. (2015) para bivalvos. La severidad leve implica cambios que no dafian
los tejidos de manera significativa (e.g. células cafés, infiltracion hemocitica,
respuestas inflamatorias), la severidad moderada implica cambios que son mas graves
y que conducen a efectos en los tejidos asociados con el funcionamiento del 6rgano
(e.g. fibrosis, granulocitomas), mientras que la severidad grave implica dafo
irreversible del tejido (e.g. atresia severa, pérdida del epitelio, necrosis, parasitos,
neoplasia).

El estado de salud de la génada se evalué semicuantitativamente por medio del
indice de Alteracion Histopatolégica (IAH), el cual se basa en la severidad de las
lesiones (Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994). El IAH se calculé para cada individuo
como sigue: IAH = (1 x SI) + (10 x SII) + (100 x SlII), donde S representa la suma del
namero de alteraciones para cada nivel de severidad, y I, 11 y lll corresponde al nimero
de alteraciones en severidad 1, 2 y 3, respectivamente. Valores del IAH entre 0 y 10
indican una funcién normal del tejido; valores entre 11 y 20 indican alteraciones leves;
valores entre 21 y 50 indican cambios moderados; valores entre 50 y 100 indican
lesiones graves; y los valores por encima de 100 indican dafios irreversibles en el tejido
(Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994).
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Adicionalmente, se determiné la intensidad de cada alteracién para hembras y
machos. Para ello, utilizando el programa SIGMA SCAN PRO software (v. 5.0, Systat
Software, Inc.) se tomaron dos campos al azar (en 10x) de cada laminilla y se midio el
area total del tejido gonadico y el area de cobertura de cada alteracion. Las areas de
cobertura se calcularon como la relacion entre el area ocupada por la alteracion y el
area total del tejido gonadico (%).

Los valores calculados de las areas de cobertura se categorizaron y, de acuerdo
a la modificacion de la escala propuesta por Bacchetta & Mantecca (2009), se
designaron los siguientes niveles: intensidad (0) = estructura normal de foliculos y
ovocitos; intensidad ligera (1) = foliculos con ovocitos normales, < del 15% del tejido
ocupado por una lesion; intensidad moderada (2) = entre el 15y el 50% de los foliculos
y ovocitos con lesion; e intensidad alta (3) procesos degenerativos en > 50% del tejido.

Como una medida de la acumulacién del fierro y cobre en el tejido gonadico
tefiido con azul Prusia de Perls y con hemateina de Mallory, respectivamente, se midio
el area de cobertura de los metales en relacion al area total del tejido (%) en los 16
organismos elegidos para histoquimica (dos campos al azar por cada individuo).
Basado en la escala propuesta por Dove & Sammut (2007): acumulacién menor,
moderada y extensa, y en el calculo del porcentaje de area ocupada por el metal, se
asigné un valor arbitrario a cada categoria, en donde, la acumulacibn menor
representa < del 10% de area ocupada por el metal; moderada 10-35% y extensa >
35%.

Analisis estadistico

Los analisis comparativos del porcentaje de area de cobertura de fierro y cobre,
el HAIl y de los niveles de intensidad de las alteraciones histopatolégicas se realizaron
mediante pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis, seguidas de pruebas de
comparacion de Duncan (Zar, 1996). El porcentaje de cobertura y el HAI se
compararon entre zonas, mientras que los niveles de intensidad se compararon entre
cada una de las alteraciones. Las diferencias en la proporcién de sexos se analizaron

mediante una prueba de X? (Zar, 1996). Los andlisis estadisticos se realizaron
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mediante el software STATISTICA (version 6.0, StatSoft) para Windows. El nivel de

significancia (a) se establecio en 0.05 para todas las pruebas.

RESULTADOS
Analisis histoquimico de la acumulacién de metales

El andlisis microscépico de la génada de M. squalida en ambas areas de estudio
revelo la presencia de granulos de fierro y cobre en el tejido conjuntivo interfolicular y,
en algunos casos, dentro de los foliculos, ocupando el espacio de los gametos (Fig.
1). Estos granulos se tifieron positivamente en azul para fierro y de rojo oscuro a negro
para cobre. Las acumulaciones en porcentaje de area de fierro (X%1 = 21.90, P =
0.0000) y cobre (X?1 = 7.44, P = 0.0064) (Tabla 1) fueron significativamente mayores
en gonadas de almejas de Santa Rosalia (Fig. 1A, C, E y G) (moderada a extensa)
con relacion a San Lucas, donde se observo principalmente una acumulacion menor
(Fig. 1B, D, Fy H).
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Figura 1. Presencia de granulos de fierro y cobre en la génada de Megapitaria squalida

del puerto de Santa Rosalia (A, C, Ey G) y la playa San Lucas (B, D, F y H). Granulos
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de fierro (flechas) en testiculo (A y B) y ovario (E y F), tincién azul Prusia de Perls.
Granulos de cobre (flechas) en testiculo (C y D) y ovario (G y H), tincion hemateina de
Mallory. Escala: 50 pm.

Tabla 1. Porcentaje de area ocupada por cobre y fierro obtenidos por histoquimica en
la gbnada de 16 especimenes de Megapitaria squalida por sitio de estudio. En la parte
superior, se expresa la media total + error estandar. Categorias de acumulacion:

*menor, **moderada y ***extensa.

Metal Santa Rosalia San Lucas

Fierro 45.01 £ 2.33 5.51 +0.97
22.04** 0.61*
30.66** 1.13*
40.54*** 1.14~
41.49*** 147~
41.89*** 3.58*
42.67** 4.00*
43.61*** 4.35*
45.57*%** 4.54*
45.76*** 4.64*
46.11%** 5.16*
46.46*** 6.39*
49,99%** 7.74%
51.72%** 7.90*
56.48*** 10.46**
57.53*** 10.84**
57.70*** 14.34**

Cobre 28.75+3.74 4.13+0.83
12.36** 1.24*
13.51** 1.34*
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14.11* 1.39*

16.73** 1.49*
17.60** 1.59*
17.67* 1.65*
22.48** 1.65*
24.30** 2.45*%
24.58** 3.12*
31.15* 3.45*
31.82* 4.56*
32.08** 5.09*
38.26*** 7.32*
50.06*** 9.28*
52.03*** 10.02**
61.39*** 10.57**

Alteraciones histopatoldgicas

Un total de 696 almejas fueron analizadas: 370 (182 hembras y 188 machos)
del puerto minero de Santa Rosalia y 326 (159 hembras y 167 machos) de la playa
San Lucas. Las variables morfométricas de Megapitaria squalida y las relaciones de
sexos por sitio de estudio se muestran en la Tabla 2. El analisis microscopico de la
gonada de M. squalida del puerto de Santa Rosalia, revel6 la presencia de diez
alteraciones histopatoldgicas en los ovarios y cuatro en los testiculos. Los organismos
de la playa San Lucas solamente presentaron dos alteraciones en el ovario y una en
el testiculo. Las alteraciones histopatoldgicas observadas en el ovario de las almejas
se muestran en la Figura 2. Se observo una gran abundancia de células cafés y de
ovocitos atrésicos (Fig. 2A). Las células cafés se observaron dentro del tejido conectivo
interfolicular y en algunas ocasiones, dentro de los foliculos. Los ovocitos atrésicos se
observaron en diferentes etapas de desarrollo gametogénico (principalmente en
ovocitos posvitelogénicos) y se encontraban deformes con pérdida de su integridad

estructural y con el material citoplasmatico degenerado. También se presentaron
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numerosas vacuolas en el citoplasma nuclear (Fig. 2B), pérdida de la cromatina
nuclear en algunos ovocitos posvitelogénicos (Fig. 2C), picnosis caracterizada por la
condensacion y basofilia de la cromatina nuclear (Fig. 2D) y ovocitos hipertroficos (Fig.
2E), que se caracterizaron por su gran tamafio (150.53 £ 31.78 um; n=15), los cuales
en algunos casos, ocupaban casi la mitad del espacio folicular adheridos a la pared
del foliculo. Se observaron algunos ovocitos que, a pesar de tener caracteristicas de
una célula gamética madura, se encontraban adheridos a la pared del foliculo por
medio de un pedunculo filamentoso largo (82.73 + 7.59 um; n=15) (Fig. 2F), y en la
mayoria de estos casos, se observaron signos de degeneracion ovocitaria. Se observo
también infiltracion hemocitica recurrente en el tejido conectivo y, cuando fue muy
intensa, se observo la formacién de granulocitomas (Fig. 2G). Algunos de estos
granulocitomas, se encontraban rodeando estructuras parasitarias no identificadas y

cuerpos de inclusion (Fig. 2H) en el tejido conectivo interfolicular del ovario.

Tabla 2. Variables morfométricas de Megapitaria squalida (media + error estandar;

minimo—maximo) y proporcién de sexos por sitio de estudio.

Santa Rosalia San Lucas
N = 370 N = 326
Longitud (cm) 6.8 +0.04 7.7 £0.05
2.3-8.6 5.5-12.5
Peso total () 87.9+1.50 140.3 £ 3.36
6.6—168 38.7-480.4

Proporcién de sexos

X?=0.04;,P=0.84

X?=1.26;P=0.26
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Figura 2. Alteraciones histopatologicas en el ovario de Megapitaria squalida. A)

Presencia de ovocitos atrésicos en degeneracion. Gran intensidad de células cafés
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dentro del tejido conectivo interfolicular (flechas). B) Numerosas vacuolas en el
citoplasma nuclear de los ovocitos. El recuadro en la parte superior izquierda indica un
ovocito con la cromatina nuclear condensada adherido a la parte germinal del foliculo.
C) Pérdida de la cromatina nuclear (flechas) de algunos ovocitos posvitelogénicos. D)
Presencia de ovocitos posvitelogénicos con el ndcleo picnético. E) Ovocito
hipertrofiado adherido a la pared germinal del foliculo. Nétese la diferencia de tamafio
entre los demas ovocitos presentes en el foliculo. F) Ovocitos adheridos a la pared
folicular por medio de un pedunculo largo y filamentoso (flechas). El recuadro en la
parte superior izquierda indica un ovocito con pedunculo largo en un proceso de
degeneracion. G) Intensa infiltracion hemocitica en el tejido conectivo. La linea
punteada indica la formacion de un granulocitoma rodeando una estructura parasitaria
no identificada. H) Granulocitoma rodeando un cuerpo de inclusion dentro del tejido
conectivo del ovario. El recuadro en la esquina superior derecha indica la presencia de

un cuerpo de inclusion rodeado de células cafés. Escala: 50 pum.

Las alteraciones histopatoldgicas en el testiculo se muestran en la Figura 3. Al
igual que en los ovarios, los testiculos presentaron una gran abundancia de células
cafés dentro del tejido conectivo interfolicular, formando en ocasiones masas densas
(Fig. 3A). También se observé infiltracion hemocitica en el tejido conectivo y en
algunos casos granulocitomas (Fig. 3B), los cuales, se encontraban encapsulando
estructuras parasitarias no identificadas y algunos cuerpos de inclusion (Fig. 3C).
Estos cuerpos se observaron en el tejido conectivo y dentro de los foliculos

desplazando a los espermatozoides (Fig. 3D).

97



Figura 3. Alteraciones histopatolégicas en el testiculo de Megapitaria squalida. A)
Presencia de acumulaciones de células cafés dentro del tejido conectivo interfolicular.
Notese la presencia de cuerpos de inclusion (flechas) dentro del tejido conectivo del
testiculo. B) Intensa infiltracion hemocitica en el tejido conectivo del testiculo. La linea
punteada indica la formacion de un granulocitoma rodeando una estructura parasitaria
no identificada. C) Cuerpo de inclusion (flecha) en el tejido conectivo interfolicular
rodeado por un granulocitoma. D) Cuerpos de inclusion dentro del foliculo (linea

punteada) ocupando el lugar de los espermatozoides. Escala: 50 pm.

Prevalencia de las alteraciones histopatoldgicas

La prevalencia de cada alteracion histopatoldgica por sitio de muestreo y por
sexo se presenta en la Tabla 3. En el puerto de Santa Rosalia, las alteraciones con
mayor prevalencia en las hembras fueron las células cafés (70.3%) y los ovocitos
atrésicos (58.2%), mientras que las alteraciones con menor prevalencia fueron la
presencia de pedunculos filamentosos (10.1%) y granulocitomas (6.4%). En los

machos, se presentaron altas prevalencias de cuerpos de inclusion (42%) y células
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cafés (41.5%), seguidas de la infiltracion hemocitica (28.7%) y granulocitomas (17%).
En la playa San Lucas, las hembras Unicamente presentaron bajas prevalencias de
ovocitos atrésicos (14.5%) e infiltracion hemocitica (10.7%), mientras que en los
machos se presentd exclusivamente una baja prevalencia de infiltracion hemocitica
(10.2%). Las prevalencias totales por sexo, etapas de desarrollo gonadal y estacion
del afo se muestran en la Tabla 4. En las hembras, la prevalencia fue alta en
comparacion con los machos, en ambos sitios. En Santa Rosalia la mayor prevalencia
ocurre en la etapa de madurez (76.9%); por el contrario, en San Lucas, la mayor
prevalencia ocurre en la fase de posdesove (43.2%). Por otro lado, en Santa Rosalia
la prevalencia fue mayor en la primavera (83.7%), disminuyendo de forma
concomitante durante las siguientes temporadas, hasta un minimo en invierno (58.8%).
En contraste, en la playa de San Lucas, la prevalencia fue mas baja en primavera

(3.2%) y mas alta en otofio e invierno (18.4 y 17.8%, respectivamente).

Tabla 3. Prevalencia (%) de las alteraciones histopatologicas de la gonada (ovario y
testiculo) de Megapitaria squalida de cada sitio de estudio.

Alteraciones histopatologicas Santa Rosalia San Lucas
Ovario
Ovocitos atrésicos 58.2 14.5
Células cafés 70.3
Vacuolizacién 32.4 0
Pedunculo filamentoso 10.1 0
Granulocitoma 6.4 0
Infiltracion hemocitica 35.1 10.7
Ovocitos hipertrofiados 14.3 0
Pérdida de la cromatina nuclear 18.1 0
Cuerpo de inclusion 22.5 0
Picnosis 16.5 0
Testiculo
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Células cafés 41.5 0

Granulocitomas 17.0 0
Infiltracion hemocitica 28.7 10.2
Cuerpos de inclusién 42.0 0

Tabla 4. Prevalencia total de las alteraciones histopatolégicas por sexo, etapa de

desarrollo gonadal y estacion por sitio de estudio.

PREVALENCIA (%)

Santa Rosalia San Lucas
Sexo
Hembras 74.7 15.7
Machos 68.6 12.5
Fase de madurez gonéadica
Reposo 24.3
Desarrollo 56
Madurez 76.9 5.7
Desove 534 17.8
Posdesove 35 43.2
Estacion del afio
Primavera 83.7 3.2
Verano 77.2 9.1
Otofio 76.3 18.4
Invierno 58.8 17.8
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indice de Alteracion Histopatoldgica (IAH) y niveles de intensidad de las
alteraciones histopatolégicas

El IAH fue significativamente mayor (X?1=407.74; P = 0.000) en las almejas de
Santa Rosalia (72.18 + 6.12) con respecto a los de la playa San Lucas (4.60 £ 1.07).
Los niveles de intensidad de cada alteracion histopatoldgica en el ovario de M. squalida
del puerto de Santa Rosalia se muestran en la Figura 4. Se observaron diferencias
significativas entre los niveles de intensidad (X%9 = 104.19; P = 0.0000) de cada
alteracion histopatolégica. Las patologias con mayor intensidad fueron los ovocitos
atrésicos (2.48 £ 0.10), seguidos de las células cafés (2.34 £ 0.07) y la infiltracion
hemocitica (2.05 £ 0.09). La picnosis (1.37 £ 0.25) y las vacuolas citoplasmaticas (1.22
+ 0.23) presentaron valores de intensidad medios; mientras que los granulocitomas
(0.75 £ 0.19), los cuerpos de inclusién (0.68 + 0.31), los ovocitos hipertrofiados (0.24
+ 0.08), la pérdida de la cromatina nuclear (0.45 + 0.18) y el peddnculo filamentoso
fueron las patologias con las intensidades mas bajas (0.12 + 0.08). En el testiculo, no
se observaron diferencias significativas entre los niveles de intensidad de las
alteraciones (X?3 = 6.6764, P = 0.0830). Sin embargo, todas las intensidades

ocurrieron en niveles altos, entre 1.91y 2.37.
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Figura 4. Niveles de intensidad de cada alteracion histopatoldgica en el ovario y
testiculo de Megapitaria squalida del puerto de Santa Rosalia. Las medias con

diferente letra son significativamente diferentes. Las barras indican el error estandar.
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DISCUSION

En el presente estudio, la alta prevalencia e intensidad de alteraciones
histopatolédgicas en la gonada de M. squalida del puerto minero de Santa Rosalia, asi
como la ausencia de la mayoria de ellas en las almejas de la playa San Lucas, sugieren
que el dafo tisular podria estar correlacionado con las altas concentraciones de
metales pesados reportados previamente en los sedimentos de este sitio. Mufioz-
Barbosa & Huerta-Diaz (2013) reportaron que las concentraciones de metales como
el Cu, Pb, Mn, Co y Zn de Santa Rosalia, son hasta 10,000 veces mas altas que en
playa San Lucas (sitio de referencia a 13 km de distancia) y otras zonas costeras
paralelas dentro del Golfo de California. Asimismo, dichas concentraciones de metales
pesados sobrepasan significativamente los valores de referencia de la corteza terrestre
y las guias de calidad ecotoxicolégica, sugiriendo una alta posibilidad de peligro
toxicoldgico para la biota marina (Shumilin et al., 2000; Shumilin et al., 2013). En el
area de Santa Rosalia, las concentraciones de Cu y Fe solo se han reportado en pocos
organismos, pero invariablemente en altas concentraciones. En este sentido, el
analisis histoquimico en el presente estudio revel6 una mayor acumulacién de granulos
de Cu y Fe (area de cobertura siete veces mayor) en almejas de Santa Rosalia vs.
San Lucas. Este hallazgo concuerda con el reporte de niveles de metales para M.
squalida en dos sitios en Santa Rosalia con diferente grado de contaminacién; en
nuestro sitio de recoleccion, el Cu fue de 14.6 + 1.8 mg kg~ en contraste con 9.5 + 0.9
mg kgt en un sitio menos contaminado, que podria ser similar a la playa de San Lucas
(Roldan-Wong et al., 2017). De hecho, los mejillones Modiolus capax y Mytilus edulis
de Santa Rosalia contienen concentraciones mas altas de Cu (11 veces) y Fe (casi el
doble) en comparacion con los mejillones de otras areas (Gutiérrez-Galindo et al.,
1999; Cadena-Céardenas et al., 2009; Mufioz-Barbosa & Huerta-Diaz, 2013).

Aunque el cobre y el fierro son elementos importantes en la composicion
celular de los tejidos y son cofactores esenciales para numerosas enzimas, ambos
pueden ser toxicos en niveles superiores a los requeridos para la funcion metabdlica
normal (Soto et al., 1990; Gomes et al., 2011). Especificamente, el fierro a altos niveles
causa lesiones oxidativas y anomalias en el metabolismo del fierro, cuyos efectos

pueden extenderse a diversas actividades biolégicas, como el crecimiento, la
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morfologia (anomalias tisulares), el comportamiento y la reproduccién (Gonzalez et al.,
2010; Chandia et al., 2012), y la toxicidad puede ser aparente a través de
manifestaciones degenerativas del tejido (Chandia et al., 2012). Sin embargo, las
alteraciones celulares observadas en las almejas expuestas pueden no ser todas
especificas debido a los altos niveles de cobre y fierro. Algunos de estos cambios
podrian deberse a los altos niveles de otros metales pesados previamente reportados
como valores anormalmente altos en los sedimentos de Santa Rosalia, que no fueron
analizados en este estudio.

Las alteraciones histopatologicas observadas en M. squalida de Santa
Rosalia se agrupan en respuestas inflamatorias (infiltracion hemocitica,
granulocitomas, células cafés), procesos degenerativos y progresivos (ovocitos
atrésicos, vacuolizacién, hipertrofia, pedunculo filamentoso, picnosis), muerte de
células y tejidos (pérdida de cromatina nuclear) y respuesta a agentes infecciosos
(cuerpos de inclusion). Segun el IAH (72.18 + 6.12), estas alteraciones representan
lesiones graves que resultan en una funcién alterada del tejido gonadal (Poleksic &
Mitrovic-Tutundzic, 1994). Por el contrario, los valores de IAH en almejas de la playa
San Lucas (4.60 £ 1.07) indican que la génada no muestra evidencia de dafio grave, y
por lo tanto muestra una funcion de génada normal.

Dentro de las respuestas inflamatorias, la mas prevalente y con mayor
intensidad fue la presencia de células cafés, seguido de la infiltracion hemocitica y la
formacion de granulocitomas. Las células cafés juegan un papel importante en el
metabolismo de iones metdlicos y su accidén constituye la primera linea de defensa
para su degradacion y desintoxicacion (Zaroogian & Yevich, 1994). Su presencia es
considerada como un importante indicador de estrés causado por la contaminacion por
metales pesados, tal como ha sido reportado para Crassostrea angulata (Rodriguez
de la Rua et al., 2005; Vaschenko et al., 2013) y C. virginica (Guzman et al., 2007).
Asimismo, la infiltracion hemocitica y la formacion de granulocitomas, aunque se
relacionan con procesos homeostaticos (digestion, transporte de metabolitos,
reparacion celular y la actividad inmunolégica de reconocimiento, encapsulacion y
fagocitosis) (Mayrand et al., 2005), en algunos casos, se asocian al efecto de

contaminantes (De Vico & Carella, 2012), tal como ha sido observado en Mytilus edulis
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al ser expuesta cronicamente a metales pesados (Sheir et al., 2013). En este sentido,
la mayor prevalencia de infiltracion hemocitica en la almejas de Santa Rosalia y la
ausencia de granulocitomas y células cafés en las almejas de playa San Lucas, sugiere
que estas respuestas inflamatorias en las almejas de Santa Rosalia se deben
principalmente a la contaminacién, mientras que la infiltracion hemocitica en las
almejas de la playa San Lucas a un proceso normal de limpieza, reabsorcion de
gametos residuales y reparacion celular después del desove (etapa de posdesove).
Se encontraron también prevalencias altas de procesos degenerativos en la
gonada de las almejas del puerto minero de Santa Rosalia en comparacion a la baja
prevalencia en las almejas de la playa San Lucas, especialmente de ovocitos atrésicos.
Aunque la presencia de este tipo de ovocitos puede ser resultado de un déficit
nutricional, anomalias de temperaturas, presencia de patégenos/parasitos y eventos
reproductivos (Bayne, 1976), también ha sido relacionada a una respuesta tipica a la
contaminacion ambiental de los moluscos bivalvos (Bacchetta & Mantecca, 2009; Sheir
et al., 2013). En este sentido, Lowe & Pipe (1986) reportaron alta prevalencia de atresia
en M. edulis ocasionada por la accién directa de contaminantes, lo que provocé la
desestabilizacion de los lisosomas y granulos de vitelo que contienen enzimas
lisosométicas. Otra evidencia del efecto de la contaminacién en la reproduccion de M.
squalida en Santa Rosalia es el hecho de que en la playa San Lucas, la mayor
prevalencia (solo infiltracion hemocitica y ovocitos atrésicos) ocurre en la etapa
posdesove y en otofio e invierno, en concordancia con el periodo de descanso
reproductivo normal, mientras que en Santa Rosalia, la mayor prevalencia ocurre en
la fase de madurez (principalmente células cafés y ovocitos atrésicos) y en primavera.
Por lo tanto, parece probable que la alta prevalencia e intensidad de ovocitos atrésicos
en almejas de Santa Rosalia es una consecuencia de la exposicion cronica a metales
pesados, mientras que en las almejas de la playa San Lucas se asocia con un evento
biologico normal, probablemente desove y posterior al desove. Esta idea se refuerza
por el hecho de que se encontrd también vacuolizacion citoplasmatica y nuclear solo
en las almejas del puerto de Santa Rosalia, la cual es el inicio de un proceso celular
degenerativo o de autofagia. Esta alteracibn es comunmente observada como

respuestas celulares en animales acuaticos que estan sujetos a toxicidad por
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contaminantes de naturaleza organica e inorganica (Giri et al., 2000; Najle et al., 2000;
Carella et al., 2015), tal como se observo en el anélido Limnatis nilotica (Khaled et al.,
2016), en el mejillon Dreissena polymorpha (Bacchetta & Mantecca, 2009), y en la lapa
Nacella concinna (Najle et al., 2000).

Adicional a la atresia, las almejas del puerto de Santa Rosalia presentaron
otras alteraciones importantes en la estructura celular de los gametos femeninos. Se
observaron ovocitos maduros con un pedunculo anormal muy alargado que seguian
adheridos a la pared folicular y ovocitos hipertréficos con un didmetro promedio cuatro
veces mas grande (150.5 pum) que los ovocitos posvitelogénicos de las almejas de
playa San Lucas (35.9 um) y los reportados previamente (entre 36 um y 45.2 um) para
M. squalida de otras zonas (Arellano-Martinez et al., 2006). Ambas alteraciones
indican un proceso patologico caracterizado por el crecimiento excesivo de la célula 'y
un retraso en el proceso de maduracion y son lesiones tipicas de cambios progresivos
(Carella et al., 2015). Estos ovocitos hipertrofiados deben distinguirse como diferentes
de la condicion comun observada en los bivalvos de la hipertrofia gametogénica viral
causada por un virus del papiloma-polioma, condicion en la que no se detectd reaccion
del huésped, como la infiltracion hemocitica (Choi et al., 2004). También se
encontraron ovocitos con la cromatina nuclear condensada en una masa basdfila, lo
cual indica una inminente picnosis (Usheva et al., 2006). Frecuentemente, la picnosis
es inducida por contaminantes en diversos tejidos de moluscos, tal como se ha
reportado en el caracol Bellamya dissimilis expuesto a pesticidas (Jonnalagadda &
Rao, 1996) y en el bivalvo Lamellidens marginalis expuesto a arsénico (Chakraborty &
Ray, 2009).

Los cuerpos de inclusion presentes en la gonada de M. squalida, se asemejan
a colonias bacterianas reportadas para un gran niamero de especies de moluscos
bivalvos (Paillard et al., 2004). Aunque en la mayoria de los casos, estas infecciones
no representan riesgos patolégicos significativos, su interaccibn con agentes
estresores (e.g. contaminantes) pueden resultar sinérgicamente perjudiciales para la
poblacion afectada (Morley, 2010), tal como se observé en M. edulis (Pipe & Coles,
1995) y Crassostrea spp. (Kim et al., 1998) expuestos a metales pesados. En este

estudio, los cuerpos de inclusién no parecen tener un dafio evidente sobre la integridad
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histologica de la gbnada. Sin embargo, en el caso del testiculo, algunas inclusiones
desplazaron a los espermatozoides. Ademas, la respuesta inmune se hizo notar con
la presencia de granulocitomas encapsulando algunos cuerpos de inclusion.

En conclusion, nuestros resultados evidencian el deteriorado estado de salud
gonadal de M. squalida del puerto minero de Santa Rosalia y sugieren una correlacion
con la exposicion crénica a la alta contaminacion por metales pesados en ese sitio. La
alta prevalencia e intensidad de las alteraciones histopatologicas en la génada
sugieren un fuerte efecto adverso en la gametogénesis, la calidad de los gametos v,

por lo tanto, el potencial reproductivo de M. squalida de este sitio.
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CAPITULO 3

3. FALLAS REPRODUCTIVAS Y RESERVAS ENERGETICAS

Este capitulo sera sometido bajo la siguiente referencia:

Yee-Duarte, J.A., Barber, B.J., Ceballos-Vazquez, B.P., Camacho-Mongradén, M.A.,
Shumilin, E., Kidd, K.A. and Arellano-Martinez, M. REPRODUCTIVE FAILURES AND
ENERGY RESERVES OF Megapitaria squalida (MOLLUSCA: BIVALVIA) UNDER
CHRONIC METAL STRESS
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RESUMEN

La reproduccién de bivalvos marinos estd regulada por varios factores
ambientales naturales, pero la exposicion a contaminantes quimicos también puede
interferir y puede tener efectos negativos en el éxito reproductivo. En el presente
trabajo se estudian posibles alteraciones en el ciclo reproductivo, organizacién celular
del ovario (&rea folicular, nimero de ovocitos) y desarrollo de ovocitos (didmetro de
ovocitos) de hembras de Megapitaria squalida en el puerto minero de Santa Rosalia,
Golfo de California, México. Los resultados muestran que el ciclo reproductivo de las
hembras de M. squalida de Santa Rosalia es interrumpido por un intenso periodo de
reabsorcibn de ovocitos (58.2%), mientras que en San Lucas la actividad
gametogénica y el desove son continuos. El didmetro total de los ovocitos fue
significativamente menor (22.8 um) en las almejas de Santa Rosalia que en las almejas
de la playa de San Lucas (35.9 um). No se encontraron diferencias significativas en el
tamafio de las oogonias, pero los diametros de ovocitos previteléogenos (19.8 um),
vitelogénicos (22.8 ym) y postvitellégenos (26.4 pm) fueron significativamente mas
bajos en los organismos de Santa Rosalia que en San Lucas (24.4, 32.1 y 35.9 ym,
respectivamente). El area folicular fue significativamente mayor, durante la
gametogénesis temprana (proliferacion de gametos), en las almejas de Santa Rosalia,
sin embargo, durante la maduracion y el desove fue menor. EI nUmero de ovocitos por
foliculo fue menor en las almejas de Santa Rosalia (13.8) en comparacion con las
almejas de San Lucas (25.5). Las reservas energéticas (carbohidratos, proteinas y
lipidos) en los tejidos de M. squalida de Santa Rosalia, son consistentemente mas
bajas que en las almejas de San Lucas, lo que representa una menor cantidad de
energia para llevar a cabo optimamente su reproduccion. M. squalida en el puerto
minero de Santa Rosalia, presenta una condicion de salud reproductiva deteriorada,
evidenciada por la alteracion en su ciclo reproductivo y el poco desarrollo de los
ovocitos, lo que consecuentemente da lugar a un efecto negativo en el potencial

reproductivo.

Palabras clave: ciclo reproductivo, composicidon bioquimica, reservas energérticas,

contamiancion por metales pesados.
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INTRODUCCION

Los bivalvos marinos que estdn expuestos cronicamente a altas
concentraciones de metales pesados pueden presentar niveles de estrés relacionados
con alteraciones en funciones fisioldgicas como la respiracion, digestion, crecimiento
y reproduccion (Vaschenko et al., 2013). Particularmente, el deterioro de la
reproduccién es una de las consecuencias mas devastadoras de la contaminacion
ambiental, ya que puede conducir a cambios negativos a nivel poblacional y en la
comunidad (Weng & Wang, 2015). La reproduccién en bivalvos es un proceso que
demanda una gran cantidad de energia y esta fuertemente ligado a ciclos de
almacenamiento y uso de reservas energéticas (glucdgeno, lipidos y proteinas)
(Bayne, 1976; Barber & Blake, 1991). Ambas actividades metabdlicas estan reguladas
por factores ambientales naturales como la temperatura y la disponibilidad de alimento;
sin embargo, la exposicién a contaminantes puede interferir y con frecuencia dar lugar
al agotamiento de las reservas energéticas como resultado del alto costo de la
homedstasis (activacion de mecanismos de defensa y/o reparacion) y del gasto
energético del proceso de desintoxicacion, lo que podria conducir a una reduccion de
la energia destinada para la reproduccion y a su consecuente deterioro (Voets et al.,
2006; Giarratano et al., 2010). Lo anterior trae como consecuencia, génadas
indiferenciadas (Vaschenko et al., 2013), retraso en la gametogénesis y la madurez
sexual (Gauthier-Clerc et al., 2002; Siah et al., 2003), baja produccion de gametos,
frecuencias de desove bajas y de corta duraciéon (Mouneyrac et al., 2008; Tlili et al.,
2011), atresia de ovocitos y disminucién en el éxito de fertilizacion (Vaschenko et al.,
1997; Baussant et al., 2011), bajas concentraciones de proteinas, deficiente movilidad
de lipidos y disminucion de glucdgeno esenciales para la reproduccion (Leavitt et al.,
1990; Ketata et al., 2007; Tlili et al., 2011).

El puerto minero de Santa Rosalia, en el Golfo de California, México es una
zona que presenta altas concentraciones de elementos potencialmente toxicos en los
sedimentos marinos provenientes de la antigua mineria y en el que se han reportado
valores anormales de Cu (3,390 mg kg™), Zn (1,916 mg kg™), Co (166 mg kg™), Mn
(6,770 mg kg™), Pb (226 mg kg™), y U (11.8 mg kg™?) (Shumilin et al., 2013), los cuales

son hasta unos 6rdenes de magnitud mas altos que en diversas areas costeras
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paralelas dentro del Golfo de California (Mufioz-Barbosa & Huerta-Diaz, 2013) y
exceden significativamente los valores de referencia para la corteza terrestre y las
guias de calidad ecotoxicoldgica, lo que sugiere una alta posibilidad de riesgo
toxicoldgico para la biota marina. En consecuencia, se ha reportado que en esa zona
los mejillones Modiolus capax (Gutiérrez-Galindo et al., 1999; Mufioz-Barbosa &
Huerta-Diaz, 2013) y Mytilus edulis (Cadena-Cérdenas et al.,, 2009) presentan
concentraciones de Cu hasta 11 veces mas altas que los de otras areas de la peninsula
de Baja California.

A pesar de la evidencia clara de contaminacion y de riesgo toxicolégico
potencial, se sabe poco sobre los efectos en la biota marina de Santa Rosalia. Un
trabajo reciente revelé que la almeja chocolata Megapitaria squalida muestra una
condicién de salud deteriorada, un crecimiento deficiente (Yee-Duarte et al., 2017a), y
una alta incidencia de parasitos (Yee-Duarte et al., 2017b), lo que sugiere una
desviacion fisioldgica. Bajo este contexto, y considerando la importancia de analizar el
estado reproductivo y uso de las reservas energéticas de bivalvos en zonas
contaminadas, el objetivo del presente estudio fue examinar los efectos potenciales de
la exposicion a largo plazo a la contaminacién por metales pesados (evaluados en
tejidos y sedimento) sobre algunas respuestas reproductivas y bioquimicas de M.
squalida del puerto minero de Santa Rosalia en comparacion con San Lucas, un area

cercana sin actividades mineras la cual se tomé como sitio de referencia.

MATERIALES Y METODOS
Areas de estudio

El presente estudio se realizo en el puerto minero de Santa Rosalia (27°20" N;
112°16' W), localizado dentro del Golfo de California, en la costa centro-oriental de la
Peninsula de Baja California, México. Este puerto tiene mas de un siglo de antigiiedad
y fue construido para llevar a cabo labores de explotacion y fundicion de cobre en 1885
(Wilson & Rocha, 1955). En 1985, las actividades mineras cerraron dejando
aproximadamente 370 millones de toneladas de desechos solidos (escorias) que
fueron depositados en tierra, en la zona costera y el mar adyacente (Shumilin et al.,

2011), lo que gener6 la contaminacién en la darsena (hot spot) y zonas adyacentes
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(Shumilin et al., 2013). Después del cese de la actividad minera, las principales
actividades antropogénicas en la zona costera se han centrado en la pesca y en el
transporte turistico y recreativo; sin embargo, a partir de 2014, la mina comenzé
nuevamente a operar. El clima es arido, con temperaturas promedio de 23.4°C y una
maxima de 44°C durante el verano. Las lluvias son escasas y variables, se presentan
comunmente en agosto y septiembre (temporada de huracanes), generando caudales
de agua dulce en los arroyos que son descargados en la zona costera donde se ubica
el puerto (Volke-Sepulveda et al., 2003).

La playa de San Lucas (27°13' N; 112°16"' W), se localiza a 13 km al sur del
puerto de Santa Rosalia. Es una pequefia localidad costera con 606 residentes que se
dedican principalmente a la pesca. En esta zona, no se llevan a cabo actividades
antropogénicas de gran escala, por lo que se tomd a este sitio como referencia.

Parametros ambientales

Debido a que la reproduccion es regulada principalmente por la temperatura y
el alimento disponible y con la finalidad de descartar el efecto de estas variables, se
establecieron las caracteristicas generales de estos parametros en cada zona, a partir
de imagenes satelitales del sensor MODIS Aqua con resolucion de 1 km (NOAA
Coastal Zone Color Scanner). Con ello se obtuvieron promedios mensuales de
temperatura superficial del mar (°C) y de concentracién de clorofila a (mg m=3) como
indicador de la cantidad de alimento disponible para los organismos filtradores, durante
el periodo del 2011 al 2013.

Muestreo

Las almejas fueron recolectadas mensualmente de mayo de 2012 a abril de
2013 en un sitio adyacente al “hot spot” del puerto minero de Santa Rosalia y de San
Lucas. De cada sitio, fueron recolectados un promedio de 30 ejemplares de M.
squalida a profundidades de entre 5y 10 m, por medio de buceo semiauténomo tipo
‘hooka”. De cada organismo, se registrd la longitud total de la concha (distancia
maxima antero-posterior) (x 0.1 mm) y se obtuvo una porcion de gbénada que fue fijada

en formaldehido al 10% para su posterior procesamiento histologico. Adicionalmente,
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de 10 almejas cada mes se obtuvieron porciones de gonada, glandula digestiva,
branquias, musculo aductor y manto las cuales fueron almacenadas a —80°C para su

posterior analisis bioquimico.

Analisis de metales

De cada sitio, se recolectaron en el mismo punto de muestreo dos muestras de
sedimento superficial, el cual fue lavado con agua desionizada y puesto a secar en
una estufa. Adicionalmente, se recolectaron 15 almejas (6—7 cm de longitud de la
concha), los cuales se preservaron congelados para llevar a cabo analisis posteriores
de identificacion y cuantificacion de metales.

En el laboratorio, los especimenes fueron disecados y se registraron los pesos
individuales (£ 1 mg) de la gonada, las branquias, la glandula digestiva, el musculo
aductor y el manto. Los tejidos se colocaron, por separado, en un horno de secado
durante 48 horas a 50 °C y se registré el peso seco (+ 1 mg) de cada uno. Los tejidos
secos de las 15 almejas, de cada sitio (n = 1/sitio/tejido), se mezclaron por tipo de
tejido, se pulverizaron y se homogenizaron en un mortero de agata.

Posteriormente, las muestras de cada tejido fueron digeridas en una mezcla de
acidos concentrados (HNOs, HCIO4, HF) a 95 °C durante 4 horas, antes de que las
concentraciones de cada metal fueran determinadas por espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente de alta resolucion (HR-ICP-MS siglas en inglés)
(Thermo Finnigan Element 2 de alta resolucion). Los limites de deteccion del método
fueron 0.5 ug kg™ para Co, 20 ug kg™ para Cu, 10 yg kg™ para Mn y Pb, 1 ug kg™
para Uy 0,2 mg kg™ para Zn. Se utiliz6 material de referencia estandar certificado
(SRM 1575a, NIST, EE.UU.) y un blanco para garantizar la precision y evitar
interferencias. El porcentaje de recuperacion en el analisis de SRM 1575a fue de 101%
para Coy Cu, 94% para Mn, 84% para Pb y 100% para Zn. La precision de los analisis
de metales fue superior al 10%. Todo el material de laboratorio se lavé en &cido nitrico
al 15% durante 24 horas y se enjuagoé repetidamente en agua desionizada antes de
Su uso, para minimizar la contaminacién de los resultados. Solo se analizaron los
metales previamente reportados en concentraciones anormalmente altas en los

sedimentos del puerto minero de Santa Rosalia (Shumilin et al., 2013).
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Por su parte, las muestras de sedimentos se procesaron y analizaron para los
mismos metales (Co, Cu, Mn, Pb, U y Zn) de acuerdo a lo descrito por Shumilin et al.
(2013).

Anélisis histologico

Las porciones de las gonadas fijadas en formol fueron deshidratadas a traves
de una secuencia de alcoholes de concentraciones crecientes, aclaradas con Hemo-
De®, y embebidas en Paraplast-Xtra®. Se obtuvieron secciones de 5 um, utilizando
un micrétomo de rotacién, y se tifileron con hematoxilina de Harris y eosina (H&E)
(Humason, 1979). La estructura celular de las gbénadas fue examinada bajo el
microscopio de luz para determinar el sexo y la fase de desarrollo gonadico. Las fases
de desarrollo se determinaron utilizando la escala descrita por Arellano-Martinez et al.

(2006) para esta especie (reposo, desarrollo, madurez, desove, y posdesove).

Ciclo reproductivo, analisis de ovocitos y tejido gonadico

Para evidenciar deterioro reproductivo en las almejas del sitio contaminado,
distintas caracteristicas reproductivas fueron analizadas de manera comparativa con
las almejas del sitio de referencia. El ciclo reproductivo fue evaluado como una medida
de la continuidad temporal de la reproducciébn y se compard el porcentaje de
organismos maduros y en desove. Como una medida cuantitativa de salud y viabilidad
de los gametos, se analizé el diametro total promedio de los ovocitos, el diametro por
tipo de ovocito y el area folicular. Ademas, como una medida de fecundidad se
determiné el nimero de ovocitos por foliculo.

Para describir el ciclo reproductivo, se calcularon las frecuencias relativas
mensuales de las fases de desarrollo gonadico a lo largo del periodo de estudio en
cada sitio.

Para el analisis del diametro total de los ovocitos, se utilizaron cortes
histologicos de cinco hembras, elegidas al azar, por sitio de muestreo para cada mes
en fases de desarrollo, madurez y desove, los cuales fueron digitalizados y analizados
con el programa SIGMA SCAN PRO (V. 5.0, Systat Software, Inc.). De cada hembra
seleccionada, se midieron los diametros de todos los ovocitos encontrados dentro de

113



10 foliculos y se calculé el promedio total. Los ovarios en fase de posdesove no se
consideraron debido a que los ovocitos se encuentran en proceso de fagocitosis y se
pierde la integridad del tejido gonéadico.

Adicionalmente, en los organismos de cada zona, se calcul6 el diametro
promedio por tipo de ovocito, de acuerdo a la clasificacion propuesta por Camacho-
Mondragén et al. (2012) basada en el grado de desarrollo gamético: ovogonias,
ovocitos previtelogénicos, ovocitos vitelogénicos y ovocitos postvitelogénicos.
Asimismo, se calcularon el area folicular promedio y el nUmero promedio de ovocitos
dentro de hembras en fase de desarrollo y madurez. No se incluyeron las fases de
desove y posdesove debiod a que las paredes de los foliculos se colapsan y se afecta

la integridad de los gametos.

Analisis bioquimico y de reservas energéticas

De los tejidos previamente almacenados a —80°C, se liofilizaron y se tomaron
submuestras de 0.1 g y fueron homogenizadas con 1 mL de solucién salina fria (NaCl
35 g kg™) para obtener un extracto crudo que fue utilizado para todos los anélisis
bioquimicos los cuales se cuantificaron con un lector de microplaca (Thermo Scientific
Multiskan Go).

Las proteinas totales se determinaron mediante el método BCA (Smith et al.
1985), utilizando un reactivo de acido bicinconinico comercial (Thermo Scientific
Pierce™ BCA Protein Assay Kit) y suero de albumina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) como solucién estandar. A 10 pL de la muestra homogenizada se le
agregaron 200 pL de NaOH 0.1 N para digerir durante 2 horas. Se tomaron 10 pL de
esa muestra digerida y se les adicion6 200 pL de reactivo de BCA y se dejo reaccionar
por 15 minutos en un horno a 60°C. La absorbancia se leyé a 562 nm de longitud de
onda.

Los carbohidratos totales se determinaron por el método de antrona (Roe, 1955)
y se utilizoé una solucion detroxa como estandar. Se tomaron 100 pL de extracto crudo
al cual se le agregaron 100 uL de acido tricloroacético al 20% (para la eliminacion de
proteinas). Esta mezcla se centrifug6é a 4000 rpm a 5°C durante 10 minutos. Del

sobrenadante obtenido se tomaron 100 uL y se les agregd 1 mL de solucién de antrona
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(0.1% disuelta en &cido sulfarico concentrado), se incubd a 90°C durante 4 minutos y
se detuvo la reaccion en un bafio frio a 4°C, posteriormente se leyé la absorbancia a
630 nm.

Los lipidos totales se determinaron por el método de la sulfofosfovainilina
(Barnes & Blackstock, 1973) usando una solucion comercial reactiva como estandar
(Merck™). A 25 pL del extracto crudo se le afiadi®é 250 pL de &cido sulfirico
concentrado y se incubo la solucién a 90°C durante 10 minutos e inmediatamente se
enfrié a 4°C en un bafio de hielo. Posteriormente, se mezclaron en una microplaca 20
uL de ese extracto crudo con 200 pL de solucién de sulfofosfovainilina en una
microplaca, se incub6 durante 40 minutos y se leyo la absorbancia a 540 nm con un
lector de microplaca (Biorad 550, Tokio, Japén).

Todas las técnicas bioquimicas fueron normalizadas previamente para cada
tejido. Los resultados de cada componente bioquimico se expresaron en mg g=* de
peso seco de cada tejido y fueron analizados por estacién del afio.

La cantidad de energia para cada componente bioquimico en cada tejido se
estimo utilizando los factores de conversion de energia propuestos por Brody (1945):
proteinas = 20.1 kJ g%, carbohidratos = 17.2 kJ g3, lipidos = 35.3 kJ g*. Se calcul6 la
cantidad de energia de cada componente bioquimico como la sumatoria de la energia
aportada por cada tejido con la siguiente formula: A =) At1 + Atz + At3... Atn; donde A
= energia total del componente bioquimico, At1 = energia del tejido 1; Atz = energia del
tejido 2, etc. También se calculo la energia total de todos los componentes bioquimicos
con la siguiente formula: At = } Aci + Ac2 + Acs; donde At = energia total de todos los
componentes bioquimicos, Aci1 = energia de carbohidratos, Acz = energia de proteinas

y Acs = energia de lipidos.

Analisis estadistico

Para detectar diferencias significativas entre las zonas de estudio con respecto
a la temperatura y la clorofila a, asi como los diametros total y de cada tipo de ovocito,
el area folicular del ovario, el nimero de ovocitos por foliculo y la concentracion de
carbohidratos, proteinas y lipidos de los tejidos de M. squalida, asi como para la

cantidad de energia aportada por cada componente bioquimico, se aplicaron
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ANDEVA'’s de una via, seguidos de pruebas a posteriori de Tukey. Los analisis
estadisticos se realizaron con el software STATISTICA para Windows (version 6.0,
StatSoft). Se establecidé un nivel de significancia (a) de 0.05 para todas las pruebas
(Zar, 1996).

RESULTADOS
Caracterizacion ambiental
Temperatura superficial del mar y concentracion de clorofila a

La temperatura superficial del mar (°C) presentd un patrén estacional y no se
observaron diferencias significativas (F, 700 = 0.00352; P = 0.952) entre los valores
promedio de ambas zonas de estudio (Santa Rosalia: 23.4 + 0.88; San Lucas: 23.5 +
0.84) (Fig. 1A). Los meses frios (diciembre a abril) tuvieron temperaturas por debajo
de los 21°C. Las temperaturas mas bajas se registraron consistentemente en enero
(15.9-16.3°C). Los meses mas calidos (agosto y septiembre) presentaron
temperaturas por encima de los 28°C. La temperatura del mar alcanzé sus valores
maximos (29.6—-31.3°C) en agosto.

Las concentraciones de clorofila a (mg m=3) no presentaron un patrén estacional
y no se observaron diferencias significativas (F, 70) = 0.28357; P = 0.5960) entre los
valores promedio de ambas zonas de estudio (Santa Rosalia: 2.87 = 0.30; San Lucas:
3.08 + 0.25) (Fig. 1B). Los valores mas bajos en Santa Rosalia fueron entre 0.84 y
1.87 mg m~3, los valores intermedios entre 2.03 y 4.18 mg m~3y los valores mas altos
entre 6.30 y 10.21 mg m~=3. En San Lucas, los valores mas bajos fueron entre 0.78 y
1.95 mg m=3, valores intermedios entre 2.00 y 4.73 mg m=2 y los valores mas altos
entre 5.04 y 8.49 mg m=3.
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Figura 1. Temperatura superficial del mar (A) y concentracion de clorofila a (B) por

sitio de muestreo.

Concentracion de metales en el sedimento y en los tejidos de Megapitaria squalida

Las concentraciones de todos los metales analizados en los sedimentos fueron
consistentemente mas altas en Santa Rosalia (entre 65% y 97%) que en San Lucas
(Fig. 2). EI manganeso, cobre y zinc fueron los de mayor concentracion, mientras que
el cobalto, plomo y uranio se presentaron en concentraciones mas bajas en ambos
sitios. Las concentraciones de cobre, zinc y cobalto fueron 35.5, 11.8 y 7.8 veces,
respectivamente, mas altas en los sedimentos de Santa Rosalia respecto a las de San
Lucas, mientras que las concentraciones de plomo, manganeso y uranio fueron 6.6,
6.2 y 3 veces mas altas, respectivamente.

En los tejidos de las almejas, la glandula digestiva y las branquias contenian las
concentraciones mas altas en todos los metales, seguidas por el manto, la gébnada y
el musculo (Fig. 2). Particularmente, la gonada fue el Unico tejido donde las

concentraciones de todos los metales analizados fueron mayores en Santa Rosalia,
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excepto el uranio que no fue detectado en este tejido. El cobre es el que presento las
concentraciones mas altas de entre todos los metales analizados y fue mayor en todos
los tejidos de las almejas de Santa Rosalia que en los de San Lucas. Este metal se
acumulo principalmente en la glandula digestiva y manto, donde las concentraciones
fueron 40% y 31% mas altas, respectivamente, en las almejas de Santa Rosalia que
en las de San Lucas. Las almejas de Santa Rosalia también presentaron
concentraciones mas altas de zinc en casi todos los tejidos, excepto la glandula
digestiva, donde la concentracion de Zn fue 7% mayor en las almejas de San Lucas.
Las mayores diferencias en la concentracion de este metal fueron en la génada, el
musculo aductor y el manto (43%, 42% y 29%, respectivamente) siendo mas altas en
las almejas de Santa Rosalia que en las almejas de San Lucas. El manganeso también
estuvo presente en concentraciones mas altas en todos los tejidos (excepto la glandula
digestiva) de Santa Rosalia que en los de San Lucas. Por ejemplo, el manganeso fue
70% mas alto en el tejido branquial de almejas de Santa Rosalia que el de las de San
Lucas. Para los otros metales (cobalto, plomo, uranio), las concentraciones en todos
los tejidos fueron ligeramente superiores en los organismos de Santa Rosalia, con
excepcion del uranio, donde fue ligeramente superior en las branquias y el manto de

los especimenes de San Lucas.
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Figura 2. Variacion de la concentracion de metales en los sedimento y los tejidos de

Megapitaria squalida por sitio de muestreo.
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Almejas

Se analizaron un total de 182 hembras en Santa Rosalia con un promedio de
longitud de concha de 6.9 + 0.05 cm dentro de un intervalo de 3.2 a 8.4 cm. En San
Lucas, se analizaron un total de 159 hembras con un promedio de longitud de concha

de 7.6 £ 0.08 cm en un intervalo de 5.5 a 12.5 cm.

Apariencia externa de la concha

El patron de coloracion externa de la concha de M. squalida fue notablemente
distinto entre ambas zonas (Fig. 3). El 100% de las almejas de Santa Rosalia
presentaron una coloracion oscura con tonos metalicos brillantes y un periéstraco
negro brillante (Fig. 3A). En las almejas de San Lucas se observd un patrén de
coloracion normal para la especie que varia de café a crema, con un peridstraco café

claro y brillante (Fig. 3B).

7 cm

Figura 3. Apariencia externa de la concha de Megapitaria squalida de Santa Rosalia
(A) y San Lucas (B).
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Evaluacién reproductiva

Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo present6é marcadas diferencias entre ambas zonas (Fig. 4).
En las almejas de Santa Rosalia el ciclo present6 interrupciones, con una gran
proporcion de individuos en reabsorcion de ovocitos en todos los meses (58.2%) y en
fase de reposo de octubre a enero (22%) (Fig. 4A). Por su parte, en las almejas de
San Lucas no hubo organismos en reposo ni en reabsorcion gonadica, por lo que la
reproducciéon fue continua con organismos en desove durante todo el periodo de
estudio (Fig. 4B). El porcentaje de almejas en madurez (3%) y en desove (27%) fue

menor en Santa Rosalia (25%), comparado con las almejas de San Lucas (65%).
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Figura 4. Ciclo reproductivo de hembras de Megapitaria squalida de Santa Rosalia
(A) y San Lucas (B).
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Andlisis de ovocitos y tejido gonadico

Las almejas de Santa Rosalia presentaron un didmetro total de los ovocitos
significativamente menor (21.7 £ 0.15 um) que las almejas de San Lucas (32.2 £ 0.26
pum) (F, 2744) = 1225.5; P = 0.0001). Con respecto al diametro por tipo de ovocito (Fig.
5A), las ovogonias no presentaron diferencias (Fq, 377) = 0.3206; P = 0.571) entre las
almejas de Santa Rosalia (10.56 + 0.21 um) y las de San Lucas (10.87 £ 0.66 um). Sin
embargo, a partir de las siguientes fases de desarrollo ovocitario, las células
reproductoras presentaron diametros significativamente menores en las almejas de
Santa Rosalia (SR) con respecto a las almejas de San Lucas (SL): ovocitos
previtelogénicos 19.89 + 0.35 um en SRy 24.45 + 0.53 um en SL (F(1, 340) = 19.592; P
= 0.0001), ovocitos vitelogénicos 22.84 + 0.18 um en SRy 32.12 + 0.28 um en SL (F,
626)= 759.86; P = 0.0001) y ovocitos postvitelogénicos 26.49 + 0.11 um en SRy 35.9
+ 0.14 pum en SL (F(, 1395) = 2287.1; P = 0.0001).

El area folicular (Fig. 5B) durante las fases de desarrollo (6015 + 147.6 um?) y
madurez (20,727 + 405.08 um?) fue significativamente menor (F, 200) = 420.05; P =
0.0000 y F, 2000 = 565.92; P = 0.0001 respectivamente) en las almejas de Santa
Rosalia respecto a las de San Lucas (13, 942 + 357.5 um? y 41,299 + 764.06 pm?
respectivamente). De la misma manera, en el nUmero de ovocitos por foliculo (Fig. 5C)
fue significativamente menor en las almejas de Santa Rosalia, tanto en la fase de
desarrollo (F, 200) = 235.55; P = 0.0000) como en la fase de madurez (F, 200) = 783.32;
P =0.0001) (3.3£0.09y 13.8 +0.31 ovocitos por foliculo, respectivamente) comparado
con las almejas de San Lucas (6.2 £ 0.16 y 25.5 + 0.27 ovocitos por foliculo,

respectivamente).
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Figura 5. Diametro por tipo de ovocito (A), area folicular (B) y nUmero de ovocitos por
foliculo (C) de hembras de Megapitaria squalida por sitio de muestreo. Diferentes letras

representan diferencias significativas entre sitios. Las barras indican el error estandar.

Evaluacion bioquimica
Composicion bioquimica

Las concentraciones de carbohidratos, proteinas y lipidos fueron
consistentemente mas bajas en todos los tejidos de las almejas de Santa Rosaliay en
todas las estaciones del afio (Fig. 6). En esta zona, los carbohidratos totales en la
gonada fueron significativamente mas bajos (P < 0.05) (poco mas del doble),
principalmente en primavera (17.28 mg g~ vs. 37.87 mg g~* en San Lucas), en verano
(tres veces mas baja) (6.66 mg gt vs. 18.30 mg g%) y en invierno (17.50 mg g~ vs.

37.23 mg g). En la glandula digestiva no se presentaron diferencias significativas (P

123



> 0.05) entre los sitios de muestreo. En el manto y el muasculo aductor las
concentraciones de carbohidratos también fueron mas bajas en las almejas de Santa
Rosalia, principalmente en el musculo en el cual se observaron diferencias
significativas en todas las estaciones del afio (P < 0.05). Las concentraciones de
proteinas totales en la gbnada y en la glandula digestiva se mantuvieron relativamente
constantes entre sitios en todas las estaciones y fueron significativamente mas bajas
(P < 0.05) en otofio (12.28 mg g™ vs. 23.37 mg g!) y primavera (11.50 mg g™ vs.
17.67) en las almejas de Santa Rosalia, respectivamente. En el manto las
concentraciones fueron significativamente mas bajas en primavera (69.68 mg g vs.
105.24 mg g™ y verano (56.65 mg g vs. 79.66 mg g) y el muisculo fueron
significativamente mas bajas en primavera (poco mas del doble) (35.24 mg g vs.
90.40 mg g) y otofio (42.71 mg gtvs. 77.24 mg g). La concentracion de lipidos
totales en la génada y en la glandula digestiva fue consistentemente mas baja en las
almejas de Santa Rosalia, y se observaron diferencias significativas entre sitios en
todas las estaciones del afio (P < 0.05). En el manto las diferencias significativas entre
sitios se observaron en concentracion de lipidos en primavera (23.86 mg g vs. 34.89
mg g!)y en invierno (14.64 mg gtvs. 24.63 mg g~). En el musculo la concentracion
de lipidos se mantuvo constante y fue significativamente mas baja en primavera (el

doble) (9.05 mg g vs. 19.59 mg g™*) en las almejas de Santa Rosalia.
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Figura 6. Variacion estacional y por sitios de muestreo de la concentracién (mg g de peso seco) de carbohidratos,

proteinas y lipidos totales en los tejidos de Megapitaria squalida. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los

sitios. Las barras indican el error estandar.
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Reservas energéticas

La cantidad de energia total (sumatoria de la energia que aportan los
carbohidratos, proteinas y lipidos, incluyendo todos los tejidos) fue significativamente
menor (F, s04) = 50.07; P = 0.0001) en M. squalida de Santa Rosalia (1.51 kJ g~%) con
respecto a San Lucas (2.38 kJ g™) (Fig. 7). La cantidad de energia aportada por los
carbohidratos (sumatoria, incluyendo todos los tejidos analizados) en las almejas de
Santa Rosalia fue significativamente menor (F1, 206) = 25.837, P = 0.0000) respecto a
las de San Lucas (0.30 kJ g~* y 0.53 kJ g1, respectivamente), al igual que las proteinas
(F¢1,197=15.921, P = 0.009) (0.62 kJ g~* y 0.96 kJ g1, respectivamente) y los lipidos
(F(1,187)=19.881, P = 0.0001) (0.59 kJ g~' y 0.89 kJ g2, respectivamente).
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Figura 7. Cantidad de energia aportada por carbohidratos, proteinas y lipidos en los
tejidos (suma de todos los tejidos) de Megapitaria squalida por sitio de estudio, asi
como el total de energia aportada por los tres componentes bioquimicos (suma de los
tres componentes de todos los tejidos analizados). Los asteriscos indican diferencias

significativas entre los sitios. Las barras indican el error estandar.
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DISCUSION

En este estudio, se presentaron diferencias notables en la reproduccién (ciclo
reproductivo, desarrollo de los ovocitos y tejido gonadico) y en las respuestas
bioquimicas (reservas energéticas) de hembras de Megapitaria squalida que habitan
en la zona contaminada con respecto a la zona de referencia. Esta bien documentado
gue en condiciones naturales, la temperatura y la disponibilidad de alimento son los
principales factores que regulan la reproduccion en bivalvos marinos (Sastry, 1979;
Barber & Blake, 2006), no obstante, este proceso puede verse afectado en condiciones
de estrés cronico por contaminacion (Baccetta & Mantecca, 2009; Tlili et al., 2011).
Nuestros resultados muestran que ambas zonas de estudio no difieren en las
condiciones de temperatura y concentraciones de clorofila a, por lo tanto, parece poco
probable que las notables diferencias y anormalidades en las funciones reproductivas
y bioquimicas puedan ser atribuidas a la influencia de estas variables ambientales.

Las concentraciones de todos los elementos potencialmente toxicos analizados
en los sedimentos marinos de Santa Rosalia son consistentemente mas altas que en
la playa San Lucas y corroboran los altos niveles reportados previamente por Shumilin
et al. (2011). De hecho, algunos elementos como el cobre y el zinc fueron hasta 35.5
y 11.8 veces mas altos respectivamente (Santa Rosalia: Cu = 869 mg kg™; Zn = 732
mg kg™ vs. San Lucas: Cu = 24.5 mg kg™; Zn = 62 mg kg™'). Ademas, en algunas
zonas cercanas a nuestro punto de muestreo en Santa Rosalia, las concentraciones
de estos elementos superan por mucho los valores de Efectos de Rango Mediano
(ERM), lo cual indica que podrian presentarse efectos negativos hasta en el 50% de la
biota marina local (Long et al., 1995; Shumilin et al., 2013). La primera evidencia
conspicua de la acumulacion de metales en M. squalida de Santa Rosalia fue la
coloracién externa de sus conchas, la cual indica que éstas sirven como matriz de
almacenamiento y depuracion de metales. Se sabe que, debido a que la cinética de
depuracion en las conchas es considerablemente mas lenta que en los tejidos blandos,
éstas pueden preservar contaminantes por mayor tiempo y reflejarse en su coloracion
(Walsh et al., 1995; Brown et al., 2005). Particularmente, el periéstraco al ser la capa
mas externa de la concha, y por consiguiente, la primera en tener contacto con el

medio exterior (sedimento y agua), puede presentar ciertas alteraciones en la
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coloracibn como respuesta al estrés metalico. Asimismo, los bivalvos tienen la
capacidad de desechar esta capa como parte de la depuracién de los téxicos y
posteriormente regenerarla con la produccién de conquiolina (Lares et al., 2005). Todo
lo anterior se evidencia por la coloracion y apariencia externa de la concha de las
almejas de Santa Rosalia.

Derivado de las concentraciones, significativamente mayores, de metales
pesados encontrados en los sedimentos de Santa Rosalia, con respecto a San Lucas,
y de las notables diferencias en la apariencia externa de las conchas entre ambas
zonas; también se esperaria encontrar que los tejidos de las almejas de Santa Rosalia
presentaran concentraciones consistentemente mas altas de metales pesados en
comparacion con las almejas San Lucas. Sin embargo, las concentraciones de la
mayoria de los metales en los tejidos de los individuos de ambas zonas se mantuvieron
relativamente similares, lo cual puede indicar una capacidad diferencial de M. squalida
para depurar y administrar los niveles de metales pesados en cada zona, similar a lo
reportado para Crassostrea hongkongensis (Weng & Wang, 2015).

Aunque algunos elementos, como el cobre y el zinc, son esenciales para todos
los seres vivos, ya que desempefian un papel fundamental como cofactores de
numerosas enzimas (Frassinetti et al., 2006; Gomes et al., 2011), pueden llegar a ser
toxicos si estan presentes en niveles superiores a los necesarios para llevar a cabo las
funciones metabolicas normales, o si los organismos estan expuestos cronicamente,
incluso a bajos niveles (Gaetke & Chow, 2003). En coincidencia con lo anterior, el
cobre y el zinc fueron los elementos que presentaron las concentraciones mas altas
en los tejidos de M. squalida de ambas zonas de estudio, principalmente en la glandula
digestiva y las branquias. Lo anterior puede deberse a que, como en la mayoria de los
bivalvos, estos tejidos diana, son los sitios principales de acumulacion de metales
pesados ya que poseen un papel importante en la regulacion metabdlica,
detoxificacion y eliminacion, asi como en los mecanismos de defensa inmunoldgica y
homeostética (Marigdbmez et al., 2002; Ciacci et al., 2012). Cabe destacar que a pesar
de no ser considerado como un tejido diana, la gonada fue el Gnico tejido que presenté
mayores concentraciones de todos los metales, principalmente zinc y cobre, en los

individuos de M. squalida recolectados en Santa Rosalia con respecto a los de San
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Lucas, lo cual podria aumentar las posibilidades de encontrar efectos adversos en la
reproduccion (Weng & Wang, 2015).

Estudios previos en distintas localidades costeras del Pacifico mexicano y del
Golfo de California, han demostrado que M. squalida presenta diferentes patrones en
su ciclo reproductivo. Por ejemplo, la mayoria de los trabajos coinciden en que este
bivalvo presenta un ciclo reproductivo continuo asociado a la alta disponibilidad de
alimento, con baja proporcion de organismos en reposo (Baquerio & Stuardo, 1977,
Singh et al., 1991; Villalejo-Fuerte et al., 1996; Villalejo-Fuerte et al., 2000; Alvarez-
Dagnino et al., 2017). En contraste, Arellano-Martinez et al. (2006) reportaron un claro
ciclo estacional con un prolongado periodo de actividad reproductiva que coincide con
un aumento en la temperatura del agua, seguido de una inactividad reproductiva bien
definida en la cual se presenté hasta un 100% de organismos en reposo.
Evidentemente, estas diferencias estan asociadas a las condiciones ambientales
particulares de disponibilidad de alimento y de temperatura de cada localidad. En
nuestro estudio, a pesar de que en ambas zonas la disponibilidad de alimento y la
temperatura superficial del mar son similares, ademas de la cercania geografica entre
una y otra (13 km) las diferencias en el patron del ciclo reproductivo fueron notables,
las cuales podrian estar relacionadas a la exposicion cronica a la contaminacion por
metales pesados. El ciclo reproductivo de M. squalida de Santa Rosalia se ve
interrumpido por la presencia de una intensa reabsorcion de ovocitos (atresia) (58.2%)
y una marcada fase de reposo (22%), a diferencia de las almejas de San Lucas que
no presentaron ovocitos en reabsorcién ni fase de reposo. Resultados similares fueron
reportados en Crassostrea angulata cultivada en zonas costeras con fuentes de
contaminacion por metales pesados (principalmente Cu y Zn), con un 30% de gbnadas
en reposo y hasta un 100% de reabsorciéon de ovocitos (Vaschenko et al., 2013).
Ambas respuestas reproductivas son comunes en bivalvos que habitan ambientes
contaminados y se ha determinado que los ciclos reproductivos pueden verse
modificados, ya sea en tiempo, sincronizacion, asi como la aparicion e intensidad de
cada fase reproductiva (Ruiz et al., 2011; Izaguirre et al., 2014). En este sentido, las
almejas de Santa Rosalia presentaron solo un 3% de génadas en madurez y aunque

aparentemente llevan a cabo desoves, éstos son de muy baja intensidad con solo un

129



27% comparado con 65% de desove en las almejas de San Lucas. Lo anterior sugiere
gue existe un efecto adverso que provoca un retraso en la reproduccion de M. squalida
en Santa Rosalia y por consecuencia se puede restringir la madurez y dificultar el
desove, una situacion similar reportada en zonas contaminadas para otros bivalvos
como Mya arenaria (Gauthier-Clerc et al., 2002; Siah et al., 2003), Donax trunculus
(Tlili et al., 2011) y Crassostrea angulata (Vaschenko et al., 2013).

La calidad de los ovocitos es un factor importante que influye en la viabilidad,
supervivencia y desarrollo subsecuente de las larvas; se asume que un ovocito con
buen tamafno y forma es funcionalmente viable (Mann, 1988). En invertebrados
marinos, la vitelogénesis es un evento crucial que repercute en la reproduccion, ya que
el vitelo es el componente principal de los ovocitos y proporciona material y energia
(Durou & Mouneyrac, 2007). Asi, el desarrollo éptimo de los ovocitos y la cantidad total
de material gametogénico depende del suministro de energia adecuado disponible
para la gametogénesis (Barber & Blake, 1983). En este sentido, nuestro estudio reveld
que en Santa Rosalia M. squalida presenta un diametro de los ovocitos menor (21.7 +
0.15 pm) que en San Lucas (32.2 £ 0.26 um), y de hecho, dichos valores también son
menores a los reportados para M. squalida en otras zonas costeras de México, tales
como Bahia Juncalito, Golfo de California (25—40 um) (Villalejo-Fuerte et al., 2000) y
Laguna Ojo de Liebre en el Pacifico mexicano (30.6—-42.2 um) (Arellano-Martinez et
al., 2006). Durante la ovogénesis, conforme avanza el desarrollo de las células, el
costo energético es mayor debido a la produccion de granulos de vitelo en los ovocitos
vitelogénicos y postvitelogénicos (Barber & Blake, 1991). En nuestro estudio, el
diametro de las ovogonias durante el desarrollo inicial fue similar en ambas zonas; sin
embargo, a partir de los ovocitos previtelogénicos las almejas de San Lucas
presentaron diametros mayores que las almejas de Santa Rosalia. Lo anterior sugiere
gue M. squalida en Santa Rosalia presenta una cantidad de energia insuficiente para
satisfacer de manera Optima la formacién de los gametos, lo cual se ve reflejado en el
diametro menor de los ovocitos, el area folicular reducida y el bajo nimero de ovocitos
por foliculo. Estas condiciones ocasionarian una baja fecundidad y una reducciéon de
la energia disponible para la viabilidad de las futuras larvas durante sus primeras
etapas de vida (Bayne, 1975; McDowell et al., 1999).
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Esta condicion se confirma con la consistente baja concentracion de
carbohidratos, proteinas y lipidos en los tejidos de M. squalida de Santa Rosalia. Por
lo general, la energia en bivalvos marinos es almacenada para que en cualquier evento
de alta demanda energética éstas sean movilizadas e utilizadas. Por ejemplo, desde
un punto de vista tedrico, un organismo activo tiene una cierta cantidad de energia
disponible que obtiene a través de su alimentacién y que posteriormente invertir4 en
el crecimiento somético y la reproduccion (Smolders et al., 2005). Esta aseveracién no
parece aplicar en el caso de M. squalida de Santa Rosalia, debido a que sus reservas
energéticas estan siendo usadas para el mantenimiento homeostatico (o la
depuracion) y agota la energia destinada para el crecimiento y la reproduccién. En este
sentido, un estudio reciente report6 que las almejas de este sitio presentan un deterioro
en su crecimiento somatico y un bajo indice de condicion, el cual se evidenci6 con la
presencia de tallas pequefias (no sobrepasaron los 8 cm de longitud de la concha) y
un crecimiento alométrico negativo (Yee-Duarte et al., 2017a). Aunado a lo anterior, es
evidente que la baja cantidad de energia esté relacionada con las fallas reproductivas
encontradas en este estudio y confirman que M. squalida presenta un déficit energético
para soportar el proceso reproductivo, lo cual se ve reflejado en la interrupcién de su
ciclo reproductivo, el alto porcentaje de ovocitos maduros en reabsorcion y su bajo
porcentaje de desove, asi como, su bajo diametro de los ovocitos, area folicular y su
bajo numero de ovocitos por foliculo. En contraste, las almejas de San Lucas optimizan
Su energia para crecer y reproducirse, lo que se ve reflejado en sus tallas grandes
(hasta 12 cm de longitud de concha) y su tipo de crecimiento isométrico (Yee-Duarte
et al., 2017a), asi como su ciclo reproductivo continuo y su mayor diametro de los
OVOCitos.

En conclusion, la almeja chocolata M. squalida del puerto minero de Santa
Rosalia presenta una condicion reproductiva deteriorada y presenta diversas fallas
reproductivas correlacionadas con la exposicion crénica a altas concentraciones de
metales pesados en los sedimentos de este sitio. Estas fallas, estan relacionadas con
la poca cantidad de reservas energéticas (carbohidratos, proteinas y lipidos) que

presenta M. squalida para llevar a cabo de manera 6ptima su reproduccion.
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7. DISCUSION INTEGRATIVA

En los dltimos afios ha aumentado considerablemente la sensibilizacién por la
conservacion del medio ambiente y, en general, por el desarrollo de politicas dirigidas
a la conservacion y uso sostenible de los recursos naturales. Lo anterior se ha visto
reflejado en la creacion de numerosos convenios para prevenir efectos adversos de la
contaminacion en el medio ambiente, unos destinados al control de las fuentes
contaminantes y otros a la conservacion de determinados habitats de especial interés.
De igual forma, la aplicacion de diversos programas y proyectos de monitoreo
ambiental se han empleado en la mayoria de los mares del mundo, principalmente en
los paises de primer mundo (Torres et al., 2008).

De hecho, existen programas especificos en los que se utilizan moluscos
bivalvos como bioindicadores de contamiancién. El mas reconocido es el programa
“Mussel Watch”, el cual surge en la década de los 1970s en los Estados Unidos
(Goldberg, 1975). A partir de entonces, se reconocié como una valiosa herramienta
para evaluar el impacto de las actividades humanas sobre el medio marino. En el
contexto de los biomarcadores, el biomonitoreo se define como el uso sistemético de
las respuestas bioldgicas que permiten evaluar los cambios en el entorno y establecer
un programa de control de calidad ambiental (Torres et al., 2008). En un contexto mas
general, el término se define como una técnica cientifica para evaluar los impactos
ambientales, incluyendo la exposicion humana a sustancias quimicas naturales y
sintéticas, con base en el muestreo y analisis de un individuo (Zhou et al., 2008). Esta
estrategia se basa en el conocimiento que se puede tener de los contaminantes que
entran en el ambiente de un individuo, dejando en éste marcas que reflejan su
exposicion.

Dada la importancia de las zonas costeras y las comunidades bentoénicas, y con
el fin de proporcionar un uso 6ptimo de los recursos marinos, cada vez se hace mas
énfasis en crear herramientas y metodologias para evaluar y monitorear la calidad y
salud de estos sistemas. Sin embargo, por muchos afos estas investigaciones se
centraron principalmente en mediciones de parametros abidticos y hacia una
perspectiva de salud humana, dejando de lado los efectos biol6gicos adversos que se

puedan presentar en los organismos bentdnicos marinos. Actualmente, los estudios
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han puesto mas empefio en determinar indicadores biolégicos medibles a distintos
niveles de organizacién biolégica, que puedan revelar las alteraciones y situaciones
de estrés a las que estan sometidos los organismos en ambientes contaminados, y de
esta manera, tener un panorama desde un punto de vista integral.

La presente tesis, corresponde a la primera evaluacion de la condicion de salud
reproductiva de la almeja chocolata Megapitaria squalida en la zona minera de Santa
Rosalia, BCS, y de hecho, constituye una linea base de herramientas que pueden ser
utilizadas para futuros estudios de salud, tanto ambiental como de los organismos. Las
primeras sefiales de respuesta a la contaminacion se pudieron evidenciar en el
capitulo 1 por medio del calculo de diferentes indicadores somaticos. De acuerdo a
Peig & Green (2009) es muy comun que la condicién corporal o somatica se aborde
como una medida general de la salud, calidad o el vigor de un animal, y se ha afirmado
ampliamente que es un determinante importante de la aptitud fisica (fithess). La
aplicacion de estos indicadores en M. squalida fue indispensable para conocer de
manera preliminar su estado de salud general, ademas de arrojarnos una prediccion
de su estado energético y sirvi6 como una base para plantear los posteriores analisis
de este trabajo. Respecto al capitulo 2, se tuvo un hallazgo importante en cuanto a la
disposicion de los parasitos dentro de la gdénada de M. squalida. Si bien, la castraciéon
parasitaria es un fendmeno ampliamente descrito en diversos grupos de animales
marinos tales como crustaceos, equinodermos, peces, mamiferos y moluscos (Schuldt
& Lunaschi, 1987), las caracteristicas de la castracion pueden variar dependiendo del
hospedero y de las condiciones en las que se desarrolle. En esta investigacion, la
disposicion de las larvas de trematodos dentro de la gonada de M. squalida difirié
respecto a la descripcion general que se hace en la mayoria de los trabajos sobre
castraciéon en moluscos bivalvos. En este sentido, la infeccidon de los parasitos en la
almeja ocurrié dentro de los foliculos, algo que por lo regular ocurre en el espacio
hemocélico de la génada (Cort et al., 1954; Lauckner, 1983; Galaktionov &
Dobrovolskij, 2003; Valderrama et al., 2004). Es probable que las condiciones
ambientales de contaminacion en la zona de Santa Rosalia estén propiciando este tipo
de castracion inusual, ya que al parecer la almeja chocolata es mas susceptible a ser

parasitada debido a la baja inmunocompetencia y por lo tanto, a la disminucion de la
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resistencia a ser parasitada. Por su parte, los analisis en el capitulo 3 abordan distintos
enfoques que en conjunto dan un acercamiento mas detallado sobre el impacto de la
contaminacion en la reproduccion de M. squalida. Con el enfoque histopatoldgico, se
pudo observar por primera vez algunas condiciones patolégicas en la gonada de la
almeja. La neoplasia gonadal y las diferentes alteraciones histopatologicas fueron
hallazgos importantes debido al impacto que generan en la condicidén reproductiva.
También, la modificacién del ciclo reproductivo, la baja calidad de los ovocitos y la poca
energia destinada para llevar a cabo el proceso reproductivo comprometen el éxito
reproductivo de M. squalida. De manera integral, los resultados de esta tesis indican
gue M. squalida en el puerto minero de Santa Rosalia presenta un estado de salud
reproductiva deteriorado, lo cual sugiere un efecto adverso en la gametogénesis, en la
calidad de los gametos y por lo tanto en su potencial reproductivo, correlacionado con
la exposicion cronica a la alta contaminacion por metales pesados.

Finalmente, los resultados de esta investigacion pueden ser utilizados para
futuros trabajos de monitoreo ambiental. Adicionalmente, se propone la aplicacion de
mas tipos de biomarcadores y hacer una combinacion de ellos con la finalidad de
evaluar de mejor manera los efectos bioldgicos en la zona costera del puerto minero
de Santa Rosalia. En México y mas aun en BCS, los programas de monitoreo
relacionados a contaminantes estan relativamente poco desarrollados. La necesidad
de crear herramientas que proporcionen informacién sobre el estado de salud de los
organismos es unatarea que se debe atender en un futuro. Actualmente, el pais cuenta
con un alto grado de industrializacién, y por lo tanto, es indispensable emplear
adecuadamente los recursos naturales como fuentes de produccién y factores de
desarrollo. Sus zonas costeras pueden aprovecharse como sitios de asentamientos
humanos y de expansion industrial, pero tomando en cuenta que la contaminacion va
en aumento y que es fundamental legislar y regular los efectos de cualquier tipo de
actividad que se lleve a cabo en la zona costera. Finalmente, es indudable que México
necesita de mas estudios que permitan manejar y administrar adecuadamente sus
zonas costeras, para evitar que éstas sufran un deterioro ambiental y asi preservar sus
recursos, que son una fuente primordial de desarrollo y se espera que los resultados

de mi investigacion doctoral, puedan aportar informacion valiosa para tal motivo.
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8. CONCLUSIONES

Con la aplicacion del analisis de tallas, el indice de condicion y las relaciones
peso—longitud, se pudo conocer de manera preliminar el estado de salud
general de Megapitaria squalida, el cual nos indico que esta almeja presenta un
estado de salud general deteriorado en comparacion con otras zonas costeras

de Baja California Sur.

El primer registro de larvas de treméatodos digéneos en la gdbnada de M. squalida
indica que estos bivalvos sirven como hospederos intermediarios y que la
elevada densidad de infeccion causa castracion parasitaria, afectando asi la
reproducciéon del huésped. Lo mas probable es que el ambiente contaminado
de Santa Rosalia favorezca la aparicion y alta densidad de infeccion de las
almejas por las larvas de trematodos, que aumenta en la estacion célida. Sin
embargo, se necesitan mas analisis y trabajo de laboratorio para examinar los
mecanismos subyacentes a las infecciones, asi como comprender mejor esta

compleja relacién parasitismo-contaminacion.

Basados en las caracteristicas histolégicas se determiné que M. squalida
presenta neoplasia gonadal tipo germinoma. Estos tumores gonadales son
malignos y afectan negativamente la espermatogénesis de M. squalida del
puerto minero de Santa Rosalia, y aunado a la baja condicidon fisiolégica
reportada con anterioridad, la neoplasia posiblemente los conduzca a la muerte.
Se sugiere un efecto del ambiente contaminado como agente etiolégico de la
neoplasia, sin embargo, se requiere de mas investigacion para comprender

mejor su etiologia.

El analisis histopatoldgico evidencié un deteriorado estado de salud gonadal de
M. squalida del puerto minero de Santa Rosalia y sugiere una correlacion con
la exposicion crdnica a la alta contaminacion por metales pesados en ese sitio.
La alta prevalencia e intensidad de las alteraciones histopatolégicas en la

gonada sugieren un fuerte efecto adverso en la gametogénesis, la calidad de
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los gametos y, por lo tanto, en el potencial reproductivo de M. squalida de este

sitio.

El ciclo reproductivo de las hembras de M. squalida del puerto minero de Santa
Rosalia es interrumpido por una intensa reabsorcion de ovocitos y una notable
fase de reposo. El porcentaje de almejas en madurez (3%) y en desove (27%)
fue relativamente bajo, al igual que el diametro de los ovocitos, el area folicular
y el nimero de ovocitos por foliculo. Las reservas energéticas (carbohidratos,
proteinas y lipidos) en los tejidos de M. squalida de Santa Rosalia, son
consistentemente mas bajas que en las almejas de San Lucas, lo que
representa una menor cantidad de energia para llevar a cabo 6ptimamente su

reproduccion

De manera integral, se concluye que M. squalida en el puerto minero de Santa
Rosalia presenta un estado de salud reproductiva deteriorado, lo cual sugiere
un efecto adverso en la gametogénesis, en la calidad de los gametos y por lo
tanto en su potencial reproductivo, correlacionado con la exposicién cronica a

la alta contaminacion por metales pesados.
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9. RECOMENDACIONES PARA FUTURAS INVESTIGACIONES
La presente tesis, genera informacibn base valiosa que puede ser

complementada mas a detalle con algunas investigaciones y andlisis especificos (tanto

en campo como en laboratorio a través de bioensayos).

Realizar analisis que aborden aspectos fisioldgicos de bivalvos marinos,
tales como: la tasa de filtracion (consumo de alimento), excrecion,
osmorregulacién, consumo de oxigeno, proporcion ADN/ARN vy la tasa
de crecimiento. Estos procesos tienen en comun, que requieren de la
accion en cadena de uno o mas tejidos para llevar a cabo su objetivo.
Ademas, son procesos que operan a nivel individuo y deben funcionar
adecuadamente para que el organismo pueda sobrevivir, por 1o que un
deterioro en cualquier funcion inevitablemente reducird el potencial de

superviviencia de cualquier organismo.

Analizar la ovogénesis y la espermatogénesis a nivel ultraestructura
(microscopia electronica de transmision). Estas herramientas son
reconocidas como piezas importantes para la evaluacion de los efectos
por contaminantes a niveles mucho mas finos que la histologia

convencional.

Caracterizar la respuesta inmune de M. squalida por medio del analisis
de los hemocitos. Los cambios en la respuesta inmune representan
buenos biomarcadores y son parte importante en los programas de
investigacion inmunotoxicoldgica. Particularmente, en los bivalvos la
defensa inmunoldgica depende en gran medida de los hemocitos. Estas
células juegan un papel muy importante en la respuesta inmune debido
a que reconocen agentes extrafios y participan activamente en la

fagocitosis (principal mecanismo de defensa celular).
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Abordar aspectos endocrinos y como los contaminantes pueden actuar
como disruptores hormonales que modulan o interrumpen la sintesis,
secrecion, transporte y la accion de las mismas, y como consecuencia,
se puede alterar la homeostasis del sistema endocrino, dando lugar a
efectos adversos en la salud, crecimiento, desarrollo y reproduccion de

los organismos.

Realizar andlisis sobre enzimas biomarcadoras de exposicion, efecto y
susceptibilidad a los contaminantes y de enzimas que estén implicadas
en los procesos de detoxificacion, tales como la glutation-S-transferasa,
asi como algunas que participan en la defensa contra el estrés oxidativo

(catalasa) que los contaminantes pudieran causar.

Hacer una cuantificacion de metalotioneinas, las cuales tienen la
capacidad de unirse por medio de grupos sulfhidrilo (grupo tiol) a metales
pesados y estan implicadas en varias funciones metabdlicas incluyendo
la homeostasis y la desintoxicacion. La evaluacion de las metalotioneinas
en estudios de contaminacién ambiental ha sido sumamente utilizada, ya
gue debido a su especificidad, son vistas como potentes biomarcadores

de exposicién a metales pesados.
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ESTANCIA DE INVESTIGACION:

Estancia de investigacion en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional, en la Central de Instrumentacion de Microscopia y en el
Departamento de Morfologia. El objetivo principal de la estancia fue realizar
analisis de ultraestructura de la ovogénesis y la espermatogénesis, asi como el
analisis de la glandula digestiva.

168



