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En este estudio se evalud la incorporacién de Cd en la capa nacarosa de la concha de
Mytilus californianus después de una exposicién a diferentes concentraciones de este metal
por 60 dias. Mejillones de talla similar (5 a 6 cm) fueron colocados en 29 acuarios
utilizando ocho como control y los restantes para los diferentes tratamlentos Estos
consistieron en adiciones diarias de Cd con concentraciones de 1, 5, 10 y 20 pg- L' (medio
“estable”) y en adicionar cada tercer dia concentraciones de 2, 5 y 10 ng' L (medio
“variable”). Los acuarios fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura, luz
y oxigeno, efectuando recambios diarios de agua y alimentacién con una mezcla de
Chaetoceros sp. ¢ Isochrysis sp., con la finalidad de obtener un crecimiento maximo y
mantener el sistema en condiciones adecuadas. El incremento del largo y alto de la concha
de los organismos se evalué en diferentes tiempos (7, 14, 30, 45 y 60 dias) resultando
significativo para ambas variables. Los organismos del control permitieron estimar la
proporcién de la franja calcitica de las valvas, necesaria para estimar el crecimiento de la
capa nacarosa y determinar asi el tamafio de muestra para el analisis de Cd. Dicha franja,
mantuvo una proporcién de 0.1 respecto a la longitud total en el intervalo de talla
estudiado. De lo anterior se calculd que la proporcién depositada en la capa nacarosa fue de
0.9 respecto al crecimiento total del mejillon. El crecimiento promedio de la capa nacarosa
fue de 1.08 mm en los 60 dias del bioensayo. Se efectuaron mediciones adicionales en
organismos de tallas diferentes (4 a 8 cm). La proporcién (0.1) se mantuvo en las tallas
mayores. Sin embargo, para la talla de 4.00 a 4.99 se encontré que la proporcion de la
franja calcitica fue de 0.09. Los resultados de las concentraciones de Cd de la capa nacarosa
para el control fue de 32 ng Cdg Para los medios estables (10 y 20 ng ) las
concentraciones fueron de 128 y 161 ng Cd- g™, respectivamente. Estos fueron los tnicos
que mostraron diferencias significativas (p < 0.05) en referencia a todos los demas
tratamientos. Los resultados obtenidos en este estudio indican que la capa nacarosa de la
concha de Mytilus californianus puede ser un indicador més de contaminacion de Cd en el
ambiente.

Palabras claves: Cadmio, Cd, capa nacarosa, Mytilus californianus, indicador de
contaminacion.



ABSTRACT of the Thesis that LOURDES QUIROZ QUIROZ, presented as partial
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Cd INCORPORATION IN THE NACREOUS LAYER OF Mytilus californianus SHELL.

In this study the Cd incorporation in the nacreous layer of the shell of Mytilus californianus
daily to Cd concentrations of 1, 5, 10, and 20 ng'L” (“stable environment”) and every other
day to concentrations of 2, 5, and 10 ug- L (“variable environment”) was evaluated after a
60 day exposure. Mussels of 5-6 cm length were placed into 29 different aquariums (8
control and 21 experimental) with three replicates for each concentration formerly
mentioned. The aquariums were under controlled temperature, light, and oxygen
conditions. Water was changed daily and the food offered was a mixture of Chaetoceros sp.
and Isochrysis sp., in order to maintain a healthy system. At different times (7, 14, 30, 45,
and 60 days), height and length of the mussel shells were measured observing significant
increases in both. Tt was possible to calculate the proportion of the calcitic stripe in the
valves, required to assess the nacreous layer growth and establish the sample size for the
Cd analysis. This stripe maintained a 0.1 proportion of the total length of the valve in the
mussels class studied. The proportion of the nacreous layer was 0.9 of the total mussel
growth. The average growth of the nacreous layer was 1.08 mm during the 60 days of the
bioassay period. Additional measurements were made in organisms of different sizes (4-8
cm) to verify the 0.1 proportion parameter obtained in this work. It was found that in the 4-
5 c¢m size range the calcitic stripe proportlon was 0.09. The Cd concentration in the
nacreous layer for control was 32 ng Cd- L. For organisms in the stable (10 and 20 pgL” h
environments, the concentration was 128 y 161 ng Cd: L' respectively. The stable
environments were the only ones that showed significant differences (p< 0.05) in relation to
the rest of the treatments. The results of this study indicate that the nacreous layer of
Mpytilus californianus could be another Cd pollution indicator of the environment.

Key words: Cadmium, Cd, nacreous layer, Mytilus californianus, contamination indicator.
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Figura

LISTA DE FIGURAS

A) Corte transversal mostrando las diferentes capas de la concha del
mejillon.

B) Flujo de iones a través del epitelio del manto para la
mineralizacién de la concha del mejillon (Figuras tomadas de Wilbur
y Saleuddin, 1983).

Sistema experimental utilizado para Mytilus  californianus,
distribuidos en un arreglo en canastas de plastico suspendidas (A),
dentro de cubetas blancas de 20 L de capacidad. En el esquema se
indica (B) la distribucién de organismos para diferentes tiempos de
muestreo. En el sistema experimental (C) se indican los tratamientos
de cadmio utilizados (pg-L'l) en un medio con concentraciones
estables “E” (1, 5, 10 y 20 p.g-L‘l) y un medio de concentracion
variable “V” (2, 5y 10 pgL™).

Puntos estandar de las mediciones de la franja calcitica de Mytilus
californianus.

A = Punto de mayor longitud, es decir, donde comienza la formacion
de la franja calcitica hacia el borde de la valva.

B = Punto donde finaliza la formaciéon del musculo abductor y
comienza la formacién de la franja calcitica hacia el borde de la valva.

Incremento promedio y error estandar de la longitud de la concha de
Mpytilus californianus en diferentes tiempos (7, 14, 30, 45 y 60 dias)
de cultivo (organismos del control).

Incremento promedio y error estindar de la altura de la concha de
Mytilus californianus en diferentes tiempos (7, 14, 30, 45 y 60 dias)
de cultivo (organismos del control).

Incremento promedio y error estandar de la longitud de la concha de
M. californianus de los organismos seleccionados por presentar el
mayor incremento al final del experimento. Los numeros que
describen los tratamientos, representan las distintas concentraciones
de Cd a las que fueron expuestos los organismos y las letras indican la
forma en la que fueron proporcionadas dichas concentraciones: E=
Medio Estable, V= Medio Variable y C= Control.
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INCORPORACION DE Cd EN LA CAPA NACAROSA DE LA CONCHA DE
Mytilus californianus

I INTRODUCCION

La capa nacarosa de la concha de los mejillones ha sido considerada como una
alternativa de indicador de metales biodisponibles en el ambiente (Bourgoin, 1990). Esta
capa, es la Unica que no estd expuesta al medio exterior y por tanto, solo contiene los
metales asimilados por el organismo, funcionando asi como un almacén histérico del
ambiente en que crece el molusco (Sturesson, 1978; Bourgoin, 1990).

Esta capa es una estructura formada en el interior de la concha, constituida por
l4minas cristalinas que forman una pared uniforme, las cuales, incrementan el tamafio de la
concha de los bivalvos (Wilbur y Yonge, 1964). La secrecion de la concha es a través del
epitelio del manto el cual produce el fluido extrapaleal que contiene componentes
biominerales (e.g., Ca?*, HCO5", moléculas orgénicas, metales traza) que forman la pared
durante el crecimiento (Bourgoin, 1990).

Autores como Sturesson (1978) y Bourgoin (1990), han propuesto el uso de la capa
nacarosa de mas reciente formacién como un indicador mas fiel de los niveles de metales
del ambiente. Sturesson (1978) estudié el contenido de Pb y Cd en las tres capas
(periostraco, prismatica o calcitica y nacarosa o aragonitica) de la concha de Mytilus edulis,
observando que existe una linealidad entre los niveles de los metales, particularmente del
Cd, en el agua y la capa aragonitica de la concha. Consecuentemente, Bourgoin (1990)
utilizé solo la capa nacarosa eliminando el periostraco y la capa prismatica para el andlisis
de Pb, encontrando una fuerte correlacion de los niveles de este metal en dicha capa con las

concentraciones obtenidas en el tejido blando de Mytilus edulis.



Estudios sobre la concentracidn de los metales en la concha de M. californianus son
escasos. Koide et al. (1982) analizaron la concha de este organismo y no encontraron una
relacion entre la concentracion de los metales en la concha y el tejido blando. Diversos
autores (Koide ef al., 1982; Nolan y Dahlgaard, 1991; Fisher et al.,, 1996) han observado la
concentracion de Cd en la concha de otras especies del género Myfilus encontrando gran
variabilidad, debido a que han utilizado toda la concha al realizar sus analisis. La aparente
variabilidad descrita en los estudios anteriores, se debe a que se ha incluido en los analisis
al periostraco y a la capa prismatica (Babukutty y Chacko, 1992). El periostraco introduce
variabilidad debido a que se encuentra en contacto directo con el agua de mar. La capa
prismatica también presenta variabilidad debido a que en ocasiones el periostraco se
encuentra erosionado y permite el contacto de esta capa con el medio exterior. Por lo que,
otros autores (Sturesson, 1978; Bourgoin, 1990) han separado las capas de la concha
obteniendo resultados mas fieles que pueden representar al ambiente.

Los escasos estudios sobre variabilidad natural, acumulacién y/o cinética de metales
en el mejillon M. californianus que han sido realizados (Young y Folsom, 1967; Griffin et
al., 1980; Ouellette, 1981; Koide et al., 1982; Lares, 1988; Lares, 1995; Lares y Orians,
1997), proponen continuar con investigaciones que aclaren los diferentes patrones de
acumulacion entre algunas de las especies del género Mytilus. Por ejemplo, Griffin ef al.
(1980) observaron que esta especie presenta diferente grado de acumulacién de “*°Po en el
tejyido blando que M. edulis. Por su parte, Lares (1995) observé un comportamiento cinético
diferente entre M. trossulus y M. californianus en cuanto a su capacidad para liberar Cd
después de haber sido expuestos a concentraciones altas de este metal. Lo anterior sugiere
que las especies del género Mytilus responden de manera diferente a las variaciones de Cd

en el ambiente. Sin embargo, programas de seguimiento sistematico de la contaminacién



como el del “Mussel Watch” propuesto por Goldberg en los 70’s (Goldberg et al., 1978) no
tomaron en cuenta dichas diferencias por haber sido poco estudiadas y consideraron que las
especies de Mytilus podrian incluirse como “equivalentes”, bajo el supuesto de que
presentarian similitudes en la cinética de asimilacion y liberacion de metales. Sin embargo
estas especies presentan diferencias y es importante efectuar estudios sobre la
incorporaci(’m de Cd a la concha de M. californianus y no considerar que los resultados
reportados para ofras especies representan la cinética de esta especie.

El tejido blando de M. californianus se ha utilizado como herramienta en estudios
de bioacumulacion de metales desaprovechando el potencial de la concha como
acumulador. OQuellette (1981) estudié la variabilidad estacional de seis metales traza en el
tejido blando de M. californianus, detectando un incremento en la concentracion de Cd
durante la primavera debido a eventos de surgencias. Asi mismo, Lares (1988) detectd
concentraciones de Cd en M. californianus cuatro veces mas altas en junio (cuando las
surgencias son mas intensas) que en febrero. Ademas, concluyd que la fraccion disuelta del
Cd fue la que determind la incorporacion de este elemento en el tejido blando de M.
californianus. Existen diversos factores de variabilidad que influyen significativamente en
la incorporaciéon de metales en el tejido blando que incluyen: la condicidn fisioldgica, la
razon de crecimiento, la edad, el sexo, la madurez, el tamafio, la variacion estacional y la
condicion reproductiva (Nolan y Dahlgaard, 1991). En cambio, la aparente variabilidad de
la concentracion de metales en la composicion de la concha puede deberse a fallas en la
técnica de analisis quimico, especialmente si el periostraco ha sido incluido (Babukutty y
Chacko, 1992). El uso de estructuras como la capa nacarosa de la concha de M.
californianus es una alternativa para el seguimiento de metales en el ambiente, debido a

que presenta una menor variabilidad inherente que el tejido blando (Bourgoin, 1990) y que



las capas restantes de la concha del mejillén (Sturesson, 1978).

En este estudio se evalia la factibilidad de utilizar la capa nacarosa de la concha de
M. californianus como un indicador de contaminaciéon por Cd, experimentando con
diferentes formas de exposicion al metal. Esto es, efectuando adiciones diarias (medio

estable) o cada tercer dia (medio variable) de diferentes concentraciones del metal.

I.1 ANTECEDENTES
I.1.1 Crecimiento de Mytilus californianus

La tasa de crecimiento en los mejillones, es regulada por varios factores, como la
cantidad y naturaleza del alimento, produccién y secrecion de gametos, temperatura del
agua y concentracion de oxigeno (Jorgensen, 1976). El crecimiento de M. californianus
depende de la cantidad de alimento disponible y de la altura de marea (Coe y Fox, 1942).
Se ha reportado que este mejillén crece mas lentamente que otros (e.g., M. edulis) pero
alcanzan mayor longitud que otras especies del mismo género (Coe y Fox, 1942; Jorgensen,
1976; Suchanek, 1981).

En La Jolla California, se ha reportado que a temperaturas de 17 a 19 °C, M.
californianus obtuvo su maximo crecimiento (2 a 5 mmmes™) en la zona submareal (Coe y
Fox, 1942). Behrens Yamada y Peters (1988) encontraron que este mejillon en el
intermareal de las costas de Oregon, de marzo a noviembre, creci6 de 0.6 a 1.7 mm-mes™
en tallas de 2 a 4 cm, ademas de que el crecimiento es mas rapido cuando el mejillén estd

continuamente sumergido que cuando esta expuesto al aire por varias horas (Behrens

Yamada y Dunham, 1989).



I.1.2 Formacion de la concha

La concha de los bivalvos esti formada de cristales de carbonato de calcio
absorbidos en una matriz orgdnica, la secuencia de los componentes estructurales que lo
conforman (Fig. 1 A) son: el periostraco, la capa prismética o calcitica y la capa nacarosa o
aragonitica (Wilbur y Yonge, 1964; Simkiss y Wilbur, 1977, Wilbur y Saleuddin, 1983;
Bourgoin, 1990).

El periostraco es una delgada capa cuticular formada de material organico que cubre
el doblez interior del borde del manto y la superficie de la concha. La capa calcitica esta
compuesta de filamentos de material calcareo unido en su interior por una sola estructura de
matriz orgdnica (conchiolina) que se encuentra presente entre las laminas de los cristales.
Dicha capa se encuentra formada entre el periostraco y la capa nacarosa. La capa nacarosa
se forma en la parte interior de la concha, es espesa en la region media y delgada en los
bordes, su estructura consiste en una serie de lamelas delgadas con lugares irregulares
colocadas una sobre de otras en linea horizontal a la superficie de la concha, similar a la
formacién de una pared (Wilbur y Yonge, 1964; Simkiss y Wilbur 1977; Bourgoin, 1990).

Las capas calcitica y nacarosa tienen grandes cantidades de matriz organica la cual
es importante para la formacién de los cristales. La mayor proporcién de las proteinas
secretadas a la concha, estdn presentes entre los cristales de carbonato de calcio (Simkiss y
Wilbur, 1977). Lo anterior se debe al manto, que es un 6rgano delgado localizado en el
interior de la superficie de la concha, y es el responsable de la secrecién de la matriz
organica y de la depositacion de cristales en la concha (Wilbur y Yonge, 1964; Simkiss y
Wilbur 1977; Bourgoin, 1990). La secrecién de la concha ocurre a través del espacio
extrapaleal, donde el epitelio del manto secreta el fluido extrapaleal, que contiene los

. : s _— +2 B , L, v
componentes de la biomineralizacién (Ca™", HCOj5', moléculas orgénicas, conchiolina,



metales traza) (Krampitz y Graser, 1988).

El sistema de formacién de la concha, puede ser descrito como un proceso celular
de transporte idnico, secrecidon y sintesis de proteinas y una serie de procesos fisico-
quimicos en donde los cristales de CaCO; son nucleados y orientados, los cuales crecen en
intima asociacidn con la secrecion de la matriz orgénica (Krampitz y Graser, 1988).

Para entender el proceso de formacion de la concha en la Fig. 1 B, se presenta un
esquema el cual incluye: el medio exterior, la sangre y tejido, el fluido extrapaleal (entre el
manto y la superficie interior de la concha), 1a concha y dos epitelios.

El epitelo corporal permite la asimilacion de iones del medio exterior a la sangre,
los cuales fluyen al epitelio del manto. De ahi se transfiere Ca™, HCO5™ y otros iones de la
sangre a los compartimentos del fluido extrapaleal, al mismo tiempo que son secretados
componentes organicos (Wilbur y Saleuddin, 1983). El tejido del cuerpo provee una
porcién de HCO;3™ y puede estar envuelto en otras actividades metabdlicas relacionadas a la
sintesis de compuestos orgénicos (proteinas, mucopolisacaridos, etc.) de la concha. Durante
la depositacién de iones a ésta, el transporte neto de Ca** y HCO5™ puede ser bidireccional a
la mineralizacion de la superficie de la concha, es decir, que un proceso de depositacion de
iones y solubilizacion esté ocurriendo en la superficie interior de la concha (Wilbur y
Saleuddin, 1983), en el cual, el CaCO; actia como una fuente de Ca™ y HCOy,

dirigiéndose estos tltimos a otras partes del cuerpo y del medio exterior.

I.1.3 Cadmio
El Cd es miembro del mismo grupo de la tabla periddica al que pertenece el Zn y el

Hg, los cuales comparten ciertas propiedades fisico-quimicas. La alta toxicidad del Cd en el
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Figural.  A) Corte transversal mostrando las diferentes capas de la concha del mejillon.
B) Flujo de iones a través del epitelio del manto para la mineralizacion de la
concha del mejillon (Figuras tomadas de Wilbur y Saleuddin, 1983).



tejido blando es debida a la similitud en su estructura atémica con el Zn. Este metal puede
ser reemplazado por el Cd en sitios activos de las metaloenzimas. Ademads, cualquier ion
Cd puede unirse a los grupos sulfhidrilos de las enzimas afectando, por ej émplo, la
fosforilacién oxidativa en el ciclo respiratorio (Wittmann, 1981). En cambio, en la concha
el Cd es incorporado como un cristal mas o en la matriz organica sin causar ninguna
alteracién en el crecimiento del organismo. El Cd*? y el Ca™ tienen un radio iénico similar
lo que permite que el Cd*? reemplace al Ca* en la formacion de la concha del mejillén
conforme incrementa su tamafio (Bourgoin, 1990).

El periodo de vida media del Cd en la concha, es del orden de miles de afios,
(Sturesson, 1978) lo que le confiere una capacidad de registro de metales del ambiente. En
seres humanos, el periodo de vida media del Cd es de 16 a 33 afios (FAO/WHO, 1972) los
efectos conocidos incluyen dafio al higado, al rifion y problemas gastrointestinales, asi
como su depositacidn en huesos, que en casos severos puede causar enfermedades como la
osteoporosis o la llamada itai-itai (osteomalacia) (Friberg et al., 1974; Laws, 1993).

En el agua de mar la concentracion del Cd aumenta de manera natural, por eventos
de surgencias (Ouellette, 1981; Lares, 1988) y de forma artificial, por procesos tales como
el galvanizado, colorantes, manufactura de plasticos de vinyl, baterias de niquel-cadmio, a

través de la atmésfera y la hidrésfera (Goldberg, 1976).

L.1.4 Indicadores biologicos

El término bioindicador es utilizado para describir una especie que denota un efecto
ecologico por simple presencia o ausencia de la misma. Indicador bioldgico denota los
grados de cambios ecolégicos por respuestas fisioldgicas o bioquimicas, como un cambio

en la razon de crecimiento o respiracion (Phillips y Rainbow, 1993).



Las especies ideales para ser utilizadas como bioindicadores ambientales deben de
reunir ciertos criterios: deben ser sedentarias, faciles de identificar, abundantes, tener larga
vida y estar disponibles para su colecta durante todo el afio, deben proporcionar suficiente
cantidad de tejido para un analisis, ser resistentes al estrés causado por el manejo en el
laboratorio en estudios de cinética de metales y/o por transplantacién en el campo. Deben
ser tolerantes a las variaciones ambientales como la salinidad y ser acumuladores netos del
metal, de manera que presenten una correlacion entre su concentracion en el tejido blando y
la concentracidn disponible en el ambiente en un periodo de tiempo dado (Rainbow, 1995).
Los organismos comunmente empleados en programas de seguimiento como indicadores
biolégicos incluyen a los bivalvos del género Mytilus, por tener la capacidad de soportar
altas concentraciones de metales traza y otros contaminantes del medio que los circunda
(Ouellette, 1981). Sin embargo, es dificil eliminar la variabilidad intraespecifica que
presentan estos organismos para poder realizar estudios de laboratorio. Se requiere
controlar distintas variables, por lo que actualmente se prefiere especializar los indicadores
y utilizar solo un érgano o estructura del organismo.

El uso de estructuras como la capa nacarosa de la concha de M. californianus es una
alternativa para el seguimiento de metales en el ambiente, el unico requisito que debe reunir

es que la concha no esté dafiada o perforada (Bourgoin, 1990).
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1.2 OBJETIVOS

1) Determinar la incorporacién de Cd en la parte méas reciente de la capa nacarosa de la
concha de Mytilus californianus sujeta a diferentes niveles de exposicion de este metal.

2) Comparar la incorporacién de Cd en la parte mas reciente de la capa nacarosa de la
concha de Mytilus californianus, después de estar expuestas a un medio de

concentracion estable de Cd y a uno de concentracion variable.

L3 HIPOTESIS

1) Se espera encontrar un aumento en la concentracion de Cd en la capa nacarosa mas
reciente, conforme se aumente la concentracion de este metal en el medio.

2) Debido a la capacidad de Mytilus californianus de liberar Cd del tejido blando y a que
el fluyjo de iones hacia la capa nacarosa de la concha es a través del manto, se espera
encontrar mayor incorporacion de Cd en la capa nacarosa mas reciente de la concha en

el medio estable que en el medio variable.
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II MATERIALES Y METODOS
IL.1 Area de colecta

El mejillon Mytilus californianus se distribuye a lo largo de las costas del Pacifico
desde Alaska, E.U.A. hasta Bahia Magdalena Baja California Sur, México. La presencia de
la corriente de California es el fenémeno de mayor influencia en estas costas y se
caracteriza por tener un flujo de agua hacia el sur, de aproximadamente 300 km de ancho,
entre las latitudes 48° a 23° N, siendo comun la formacién de meandros y remolinos
(Berstein et al., 1977) en donde las aguas del subartico convergen con las ecuatoriales.
Estas aguas frias de baja salinidad, son alteradas por eventos de surgencias, prevalecientes
desde mediados de febrero hasta finales de julio. Las corrientes de aguas superficiales son
predominantemente paralelas a la costa, con direcciones noreste-sureste. El clima en estas
costas es mediterraneo (Carlucci ef al., 1986).

Las colectas de mejillones fueron realizadas en la saliente conocida como Punta
Cabras (31° 20° N - 116° 27> W), la cual cuenta con un area extensa de mantos de
mejillones. El sustrato del 4rea es rocoso y escarpado con numerosas grietas y canales
arenosos. Es una zona de alta energia de oleaje que provoca intensa mezcla en la columna
de agua ain a niveles de 5 a 10 m de profundidad. La temperatura superficial del agua de
mar es minima (12 °C) en primavera y maxima (17 °C) en verano (Calderén-Aguilera,
1991). Los valores promedios de salinidad y pH son de 30 ups y 8.03 respectivamente y el
oxigeno disuelto fluctia entre 4.9 y 7.4 mlI'L™,

Las colectas se realizaron seleccionando mejillones entre 5 y 6 cm de longitud, del
nivel de marea mas bajo los dias 4 y 6 de noviembre de 1998. Estas colectas se efectuaron

manualmente utilizando un cuchillo de acero inoxidable teniendo cuidado de no arrancar el
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bisus del musculo de los mejillones. Los organismos fuecron colocados en bolsas y
transportados a las instalaciones del Departamento de Acuicultura, del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE) en hieleras de
plastico con bolsas de silica gel congelado. Posteriormente, fueron colocados en estanques
con agua de mar previamente aireada después de enjuagarlos con agua de mar para remover
la materia organica y los posibles organismos adheridos. La seleccién de los 435
organismos se llevd a cabo con base en la condicion de la concha, es decir, que no se
observaran reparaciones y/o perforaciones por epibiontes. Posteriormente fueron pesados
con una balanza analitica y medidos en su longitud y altura con un vernier digital con
precision de 0.1 mm. Los organismos seleccionados fueron colocados en grupos de 15
individuos en canastas suspendidas para evitar el contacto con las heces, distribuidos en 29
cubetas blancas de plastico con 15 L de agua de mar previamente aireada, filtrada e
irradiada. Las cubetas fueron divididas en: Organismos del control (8) Organismos del

medio estable (12) Organismos del medio variable (9) (Fig. 2).

I1.2 Periodo de aclimatacion

Después de la distribucion de los organismos en el sistema experimental, los
mejillones tuvieron 7 dias de aclimatacion en agua de mar filtrada e irradiada,
suministrando aireacién y temperatura constante (18 a 19 °C). El pH se mantuvo entre 8.0 y
8.2, la salinidad entre 35 y 36 ups y el oxigeno se mantuvo entre 5y 7 ml'L"". Los cambios
de agua y el lavado de cubetas se realizaron diariamente; asimismo, los organismos fueron

alimentados diariamente con cultivos fitoplancténicos (Isochrysis sp. y Chaetoceros sp.).
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Conducto de aire

0 7 14 60 (dias) (A)

Figura 2. Sistema experimental utilizado para Mytilus californianus, distribuidos en un
arreglo en canastas de plastico suspendidas (A), dentro de cubetas blancas de 20
L de capacidad. En el esquema se indica (B) la distribucion de organismos para
diferentes tiempos de muestreo, En el sistema experimental (C) se indican los
tratamientos de cadmio utilizados (ug'L™") en un medio con concentraciones
estables “E” (1, 5, 10 y 20 pg'L™") y un medio de concentracién variable “V” (2,

5y 10 ugL™),
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I1.3 Produccion de microalgas

Se utilizé como alimento una mezcla de dos especies de microalgas: Chaetoceros
sp. (Clave CH-X-1) e Isochrysis sp. (Clave I1S-X-1), las cepas de estas especies fueron
obtenidas de la "Coleccién de Cepas de Microalgas del Departamento de Acuicultura del
CICESE".

Para los cultivos de ambas especies, se utilizé la técnica clasica. Esta consiste en el
uso de recipientes de volumen progresivamente mayor, desde tubo de ensaye de 10 ml,
Erlenmeyer 100 ml, Fenbrach 2.8 L hasta garrafones de 20 L. Cada especie se mantuvo
uniespecificamente y hasta nivel de Fernbach se utilizaron cultivos estaticos o en “batch”,
tnicamente para obtener una cantidad apropiada de indculo para los cultivos en garrafon.

El medio de cultivo utilizado, para las dos especies de microalgas, fue el medio "f"
de Guillard y Ryther (1962); para los recipientes desde tubo hasta Fernbach, el volumen del
medio de cultivo fue esterilizado en una autoclave a 121 °C y 1.05 kg cm™. El agua de mar
utilizada para los cultivos en garrafon, fue desinfectada segin la técnica descrita por
Hemerick (1973), utilizando 3 ml de cloro al 6 % por litro de agua de mar, por un periodo
de 24 h y para declorinar el agua, se adicionaron 0.15 g de tiosulfato por litro de agua de
mar tratada, ademas de una abundante aireacion.

Para cada especic de microalga, se mantuvieron por triplicado cultivos
semicontinuos en garrafones de 20 L de capacidad con 18 L de medio. Se realiz6 una
dilucion diaria del 30 % para Chaetoceros sp. y 50 % para Isochrysis sp. El pH del medio
de cultivo se mantuvo entre 7.7 y 8.0 por medio de la adicién de CO, al sistema de
aireacién de los cultivos. Del volumen de cultivo cosechado para cada especie, se estimo la

concentracion celular por medio de un hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad con
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ayuda de un microscopio compuesto. Ademas, se determind el peso seco siguiendo la
técnica descrita por Sorokin (1973) a partir de submuestras obtenidas por triplicado y
estimando un valor promedio para los distintos dias de cultivo. Para lo anterior, se
concentr6 un volumen apropiado de cultivo en filtros de fibra de vidrio “Poretics GF/C” de
4.7 cm de diametro, previamente incinerados en una mufla a 470 °C por 4 h. El peso seco
fue determinado por evaluaciones del peso de los filtros mantenidos en una estufa a 60 °C,
hasta obtener valores de peso constante. El contenido de cenizas de las muestras se obtuvo
por diferencia entre el valor del peso seco constante y el obtenido después de incinerar las
muestras en una mufla a 470 °C por 4 h.

La racion de alimento suministrada por dia a los mejillones se determind con base al
peso seco de Chaetoceros sp. (227.7 ug por 10° células) y de Isochrysis sp. (289.0 ug por
10° células) adicionando una racién del 2 % del peso seco promedio del tejido del
organismo. El 50 % de la racién del alimento se suministré en la mafiana y el otro 50 % en
la tarde, realizando una mezcla de las dos microalgas en una proporcion del 70 % para

Isochrysis sp. y del 30 % para Chaetoceros sp.

I1.4 Periodo de inoculaciéon de Cd

Después del periodo de aclimatacion, la inoculacion de Cd (Cadmium Atomic
Spectroscopy Standard Solution Fluka) fue llevada a cabo durante 60 dias. Para los
bioensayos del “medio estable” la inoculacion de Cd se efectud diariamente a
concentraciones de (1, 5, 10 y 20 ug'L™"). Para el “medio variable” las inoculaciones de Cd
(2,5y10 pg-L’l) fueron intermitentes, es decir, un dia se inoculaba y al siguiente se dejaba

en agua de mar natural (Fig. 2). Durante el periodo del bioensayo se mantuvo un control,
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que consistié en organismos sometidos a las mismas condiciones ambientales y de
alimentacién excepto que no se les afiadié Cd. Diariamente, se llevaban a cabo recambios
de agua para eliminar las heces y mantener el sistema en buenas condiciones para el
organismo. La temperatura del agua de las cubetas durante este periodo, fluctud entre los 15
y los 19 °C. El pH en la unidad control se mantuvo entre 8 y 8.2. Para las diferentes
inoculaciones de Cd el pH fluctuo entre 7.1 y 8.0 y después de 2 h el pH fue similar al del
control. La salinidad se mantuvo en 35 ups y el oxigeno se mantuvo entre 5 y 7 ml-L". Las
anteriores variables fueron medidas con un termometro con cubierta de teflon, un
potenciometro (Cole Parmer, Vernon Hills ILL) con electrodo sumergible, un refractometro

(Cole Parmer) y un oximetro (YSI modulo 232) respectivamente.

IL.5 Evaluacion del crecimiento de la capa aragonitica

Debido a que el andlisis de Cd debia efectuarse sobre la capa aragonitica depositada
durante el biensayo, era necesario determinar si el crecimiento de dicha capa habia sido
suficiente para obtener una muestra adecuada para el analisis. Es evidente, que la capa
aragonitica de la concha no crece al mismo ritmo que la capa calcitica, ya que en todas las
conchas de los mejillones se puede observar una capa calcitica no cubierta por cristales de
aragonita. Sin embargo, si la distancia del borde de la capa aragonitica al borde de la valva
(longitud de la franja calcitica, Fig. 3) guarda una proporcién constante con respecto a la
longitud total (al menos en el rango de talla estudiado), es posible inferir el crecimiento de
la capa aragonitica (Ccs) multiplicando el crecimiento total (Ct) por la proporcién de la
longitud de la capa aragonitica (Pca) con respecto a la longitud total (Lt). El modelo

correspondiente es el siguiente:
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Cca=Cr Pca,
donde P, representa la proporcion de la longitud de la capa aragonitica con respecto a la
longitud total de la concha (Pca = Lea: LT'I).

La medicion directa de la capa aragonitica tiene la dificultad de que la concha es
concava lo que puede inducir a errores en la medicion. Debido a esto, resulta mas facil
efectuar mediciones de la longitud de la franja calcitica (Lpc, Fig. 3) y calcular la
proporcién de ésta con respecto a la longitud total (Ppe = Lgc LT"I). De esta manera se
puede estimar, por diferencia con la unidad, la proporcion que guarda la longitud de la capa
aragonitica con respecto a la longitud total (Pca =1 - Pgc).

El crecimiento total de la concha de los mejillones fue estimado por diferencia del
largo de la concha de todos los individuos a los 0 y 60 dias de cultivo. Con el fin de
determinar el momento de detener el bioensayo, se dio seguimiento al crecimiento de los
mejillones durante el periodo de cultivo, midiendo el largo y alto de la concha de 30
individuos, con un vernier de plastico, a los 0, 7, 14, 45 y 60 dias de cultivo. Estos
organismos, excepto los correspondientes a los 45 dias de cultivo, fueron congelados y

disectados para efectuar sobre ellos las mediciones de la franja calcitica de su concha.

I1.5.1 Medicion de la longitud de Ia franja calcitica

La longitud de la franja calcitica de la concha de M. californianus, fue medida con
un microscopio estereoscopico. Para poder visualizar dicha franja, se utilizé una camara
(COHU) que estaba conectada a la pantalla y ésta, a su vez, a una computadora (Macintosh)
donde se utilizo el programa IMAGEN. Este programa permitié congelar la imagen y medir
con precision la longitud de dicha franja. El programa fue calibrado utilizando una regla

estandar,
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A ambas valvas del organismo se les midi¢ la longitud de la franja calcitica,
tomando como referencia el lado exterior de la linea paleal, a partir de dos puntos estandar.
Estas dos distancias se midieron de la siguiente manera:

A) Del centro o la parte de mayor longitud, es decir, donde comienza la formacién de la
franja calcitica hasta el borde de la valva.

B) Donde finaliza la cicatriz del musculo abductor y comienza la formacién de la franja
calcitica hasta el borde de la valva.

Estos dos puntos sirvieron como patrén para determinar la proporcién de la longitud
de la franja calcitica respecto a la longitud total (Fig. 3). De esta manera, se pudo calcular el

crecimiento de la capa aragonitica a partir del crecimiento total.

I1.5.2 Medicion de la franja calcitica en otras tallas

A tres grupos de 20 organismos de M. californianus con tallas de 4.00 a 4.99, 6.00 a
6.99 y 7.00 a 7.99 cm de longitud, se les midi6 la longitud de la franja calcitica utilizando el
procedimiento arriba mencionado. Esto, con la finalidad de observar si la proporcion de la

franja calcitica se mantiene en otras tallas del mejillén.



Figura 3. Puntos estdndar de la medicion de la franja calcitica de Mytilus californianus
A= Punto de mayor longitud, es decir, donde comienza la formacion de la
franja calcitica hasta el borde de la valva.
B= Punto donde finaliza la cicatriz del musculo abductor y comienza la

formacion de la franja calcitica hasta el borde de la valva.
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I1.6 Analisis quimico de Cd

El procesamiento de las conchas para la determinacién de Cd de la capa nacarosa
fue realizado en un laboratorio provisional disefiado para metales pesados en las
instalaciones del Departamento de Ecologia del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacion Superior de Ensenada (CICESE). La mayoria del material utilizado durante el
analisis fue de plastico, el cual fue previamente lavado con una solucién de jabon alconox
durante 12 h, enjuagado 3 veces con agua destilada y desionizada. Posteriormente fue
puesto en una solucion de acido clorhidrico (HCL) 6 M (grado reactivo) durante 24 h y
enjuagado 3 veces con agua destilada y desionizada (DDI). Por ultimo se dejé en una
solucién de 4cido nitrico (HNO;) 1M (grado metal traza) durante 12 h para posteriormente
ser enjuagado 3 veces con agua DDI. Después de pasar por este proceso de limpieza el
material fue colocado en recipientes de pléstico dentro de la estufa a 60 °C durante 12 h
para su secado.

La técnica utilizada para extraer la muestra y determinar las concentraciones de Cd
de la capa nacarosa fue la desarrollada por Rivero (1999), modificada en el tiempo de
exposicion al perdxido debido a que las valvas de los organismos utilizados para desarrollar
el presente trabajo eran mas delgadas. La técnica consistio en tres pasos fundamentales:

1) Eliminacion del periostraco

1- Las valvas, previamente lavadas con agua DDI, fueron colocadas en vasos de
precipitados que contenian perdxido de hidrégeno (H,O, grado reactivo) al 30%. Se
utilizaron 100 ml de H,O; por cada 3 valvas a una temperatura de 80-85 °C durante 10-
15 minutos.

2- Las valvas se extrajeron del H,O; caliente y se enjuagaron 3 veces con agua DDI para
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evitar que el perdxido continuara actuando en la capa nacarosa.

Se removio rapidamente el periostraco con un cuchillo de acero inoxidable y se volvié a
enjuagar 3 veces con agua DDI. Esto con el fin de que no se volviera a adherir el
periostraco a la capa calcitica.

Se enjuagod la zona de interés (capa nacarosa) con H,O, bajo en metales 1M (Fluka
Chemika) durante 30 segundos y posteriormente se enjuagé 3 veces con agua DDI. Esto
para eliminar el Cd que pudiera ser adsorbido.

Después de que las valvas quedaron libres del periostraco, se procedid a darles una
segunda limpieza quitando, con un cuchillo de acero inoxidable, restos del periostraco

para evitar la contaminacion por el Cd contenido en éste.

2) Separacién de la capa nacarosa

1-

3-

Cinco valvas fueron colocadas en un recipiente de aluminio seccionado (para evitar
contacto entre las conchas) con su respectiva tapa. Cuatro de estos recipientes fueron
colocados en una mufla durante 40 min a 350 °C, dejandolos enfriar durante 30 min
antes de retirarlos de la mufla. Cada dia que se utilizé la mufla se corrié una muestra del
material de referencia (z 30 mg de CaCO; 99.995 %, Aldrich Chem Co.), para
determinar la posible contaminacién por Cd en el proceso de calentamiento de las
valvas en la mufla. Este material de referencia fue necesario ya que no existe uno
certificado para conchas.

Posteriormente, la zona de interés para cada espécimen fue separada cuidadosamente en
el interior de una caja de acrilico, utilizando una aguja de acero inoxidable previamente

lavada con agua DDI.

Por ultimo, el material de 20 valvas fue colocado en una botella de polietileno de 30 ml
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limpia, (previamente pesada y etiquetada) y pesado en una balanza analitica.

3) Digestion de la capa nacarosa

1-

En el interior de una caja de acrilico se colocaron las botellas destapadas, conteniendo
el material de interés, sobre una plancha de calentamiento.

A cada botella se le agregaron 0.5 ml de acido clorhidrico (HCl) 6 M bajo en metales
(Fisher Chem) y 1 ml de acido nitrico (HNO3) 7 M bajo en metales (Fisher Chem) para
disolver la muestra.

Las botellas fueron calentadas a 75 °C (temperatura de la plancha de calentamiento) por
un periodo de 6 a 7 h. Para acelerar el proceso de evaporacion, se utilizd, ademas de la
plancha una lampara con foco de 100 watts colocada cerca de la caja de acrilico. Las
botellas fueron retiradas en el momento en que se evaporo la solucién casi por completo
(75 a 85 %).

Por tltimo, la muestra se diluyé con 1 ml de HNO; 1M bajo en metales.

La solucion final fue pesada para posteriormente calcular la concentracion de Cd en

esta solucidn.

I1.7 Control de calidad

Por cada juego de muestras digeridas se corrid un blanco de digestion para dar

seguimiento a la posible contaminacién por Cd durante el proceso. Ademas, se efectud una

prueba de recuperacion para saber si se estaba obteniendo todo el Cd después de someter

las muestras a dicho proceso. El blanco de digestiéon fue tratado de la misma manera

descrita anteriormente para las muestras excepto que la botella no contenia muestra. Para la

prueba de recuperacion se colocd una cantidad de carbonato de calcio ultrapuro (CaCO;

99.995 %). Se tomd el peso, se agregd 1 ml del subestandar de Cd de 1 ppb y
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posteriormente fue tratado de la misma forma que en la digestién de las muestras.

I1.8 Analisis de agua de mar

1-

Con el fin de conocer el nivel base de Cd en el agua utilizada para el bioensayo:

Se tomé 1 L de agua de mar filtrada utilizada en los experimentos en una botella de
polietileno (HDPE) previamente lavada con 4cido.

La muestra fue filtrada en una caja de acrilico (previamente limpiada con HNO;3 bajo
en metales), utilizando un filtro de membrana (millipore) de 0.45 um de tamafio de
poro.

La muestra fue acidificada agregandole 1 ml de HCI concentrado bajo en metales, y
preconcentrada utilizando la técnica de columna con resina de intercambio idnico
(Chelex 100). Primeramente la columna de Chelex 100 fue lavada en 6 ml de HNO; 2N
bajo en metales y 6 ml de agua DDI y ¢l pH ajustado con 6 ml de Buffer de Acetato de
Amonio (pH = 6), con un flujo controlado tinicamente por gravedad. Posteriormente se
virtieron 30 ml de agua de mar, ajustando el pH a 6 con solucién de Amonio.

La elucion de la muestra se llevé a cabo con 4 ml de HNO; 2N bajo en metales.

La concentracion de Cd en la muestra fue determinada por Espectrofotometria de
Absorcion Atdémica con Horno de Grafito (AAS-GF) (Varian Techtron Ltd. Modelo
AA300/400) equipado con un atomizador de tubo de grafito (Varian Techtron GTA-
96). Cabe mencionar que junto con las muestras de agua de mar se efectuaron pruebas

de recuperacion obteniendo un porcentaje de recuperacion del 100 %.

I1.9 Equipo de deteccion de Cd

La concentracion de Cd de las muestras de la capa nacarosa de la concha, blancos,

agua de mar y material de referencia, fueron medidas en un Espectrofotometro de
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Absorcion Atémica con Horno de Grafito y corrector de fondo Zeeman. Estas

mediciones se efectuaron en el Departamento de Oceanografia de la Universidad de la

Columbia Britanica de Vancouver, Canada.

Programacion del espectrofotometro

CARACTERISTICAS DE PROGRAMACION

Modo de Instrumento absorbancia
Calibracion concentracion
Modo de medicion area del pico
Posicion de la lampara 1
Corriente de la lampara (mA) 4
Ancho de incision (nm) 0.5
Altura de incisién (nm) normal
Ondas (nm) 228.8
Introduccidn de la muestra muestra automezclada
Tiempo constante 0.05
Tiempo de medicion (s) 1
Réplicas 2
Correccidn on
Maxima absorbancia 0.7
PARAMETROS DEL HORNO
Paso No. | Temperatura Tiempo Flujo del Gas
(°C) (s) (L'min™)

1 85 5 3

2 95 40 3

3 120 10 3

4 300 5 3

5 300 1 3

6 300 2 0

7 1800 0.8 0

8 1800 2 0

9 1900 1 3

10 40 13.3 3
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I1.10 Procesamiento estadistico de los datos

Con cada serie de datos generados, se hicieron pruebas de homogeneidad de
varianzas de Bartlett y de normalidad de Kolmogorov-Smirnov; requisitos necesarios para
determinar el tipo de estadistica a utilizar (paramétrica o no paramétrica). A los datos de
longitud y altura de las conchas obtenidas, que cumplieron los requisitos anteriores, se les
aplicd por separado una prueba t-student para muestras dependientes. Esto ultimo, con el
fin de encontrar diferencias significativas entre las mediciones iniciales y las mediciones
finales en los diferentes tiempos de cultivo (7, 14, 30, 45 y 60 dias). Los datos del
crecimiento (largo y altura) del mejillon en los diferentes tiempos de muestreo fueron
analizados con estadistica no paramétrica, dado que no cumplieron con la prucba de
normalidad, ni ain cuando se transformaron los datos utilizando logaritmos o raiz cuadrada.
En este caso, se aplico un analisis de varianza de Kruskal-Wallis para K=n muestras,
aunado a un analisis de comparaciones multiples de Tukey. Lo anterior, se realizd para
conocer si existian diferencias significativas en el crecimiento del largo y alto de la concha
respecto al tiempo y poder estimar el momento en el cual se podia detener el bioensayo.

Para los datos de crecimiento (largo y alto) de los organismos seleccionados de cada
tratamiento, que presentaron la mayor longitud, se utilizd la prueba estadistica ANOVA de
Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones multiples de Tukey para datos no paramétricos.
Esto, para comprobar al final del experimento las posibles diferencias significativas en el
crecimiento para los diferentes tratamientos y el control.

Para los datos de la proporcionalidad de la franja calcitica respecto a la talla, que
cumplieron la normalidad y homogeneidad de varianzas, se efectud, como primer paso, un
analisis de varianzas paramétricas de una via, para conocer si habia diferencias

significativas de proporcionalidad. Como segundo paso, se realizdé un analisis de
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comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls (SNK) para detectar dénde se
encontraban las diferencias. Los mismos analisis estadisticos, fueron aplicados a los datos
de concentraciéon de Cd a la capa nacarosa de la concha de M. californianus, con la
finalidad de conocer si habia diferencias significativas entre las concentraciones de Cd de
los diferentes medios y saber en cual de los tratamientos se encontraban dichas diferencias.
Los analisis anteriores fueron procesados por medio del paquete Statistica, a un nivel de

significancia de a=0.05 en todos los casos.
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IIT RESULTADOS
III.1 SEGUIMIENTO DEL CRECIMIENTO
II1.1.1 Organismos del control

La media y la desviacion estandar de las mediciones biométricas (largo y alto) de la
concha asi como los incrementos a diferentes tiempos de cultivo, se muestran en la Tabla 1.
La longitud y altura de la concha tienen incrementos con respecto al tiempo; la prueba t-
student para cada tiempo muestra diferencias significativas (p < 0.05) en el largo y en el
alto de los tiempos iniciales respecto a los finales, a partir del dia 7.
Las Figs. 4 y 5 representan el crecimiento promedio del largo y alto de M. californianus a
diferentes tiempos de cultivo. Los resultados del ANOVA Kruskal-Wallis mostraron
diferencias significativas (H= 10.4, p< 0.05) en el crecimiento del largo de la concha y la
prueba de comparaciones multiples de Tukey mostrd diferencias significativas (p < 0.05)
entre el tiempo de crecimiento del dia 7 con los dias 45 y 60 y del dia 14 con el 60. El
mayor crecimiento del largo de la concha fue de 1.2 mm a los 60 dias de cultivo. Las
pruebas estadisticas para el crecimiento en la altura de la concha no marcaron diferencias
significativas (H= 6.67, p>0.05) entre los diferentes tiempos; de cualquier manera se puede
observar un incremento en la altura de la concha, del dia 7 (0.6 mm) al dia 60 (1.1 mm)

(Fig. 4).



Tabla I.
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Crecimiento (media = 1.0 desviacion estandar) del largo y alto de la concha de
M. californianus después de 7, 14, 30, 45 y 60 dias de cultivo (N=30 en todos
los casos).

Tiempo Largo (mm) Crecimiento
(dias) Inicial Final (mm)

7 5501 %+ 2.63 5528 + 2.52 027 £+ 35

14 5469 + 2.64 55.14 + 251 045 + 0.50

30 5342 + 258 5429 + 292 097 & 131

45 5342 + 258 5446 + 2.88 1.04 + 1.31

60 5342 + 2.58 54.65 + 2.90 122 + 1.39

Tiempo Alto (mm) Crecimiento
(dias) Inicial Final (mm)

7 2547 + 1.65 2613 + 144 0.65 + 0.80

14 2530 + 1.77 2598 + 1.62 0.67 = 091

30 2526 + 1.16 26.03 £ 0.92 0.76 + 1.05

45 2526 = 1,16 2631 = 092 1.04 + 1.07

60 2526 + 1.16 2643 + 0.93 LIT % 1,17




Crecimiento (mm)

Figura 4.

Crecimiento (mm)

Figura 5.
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Tiecmpo de cultivo (dias)

Incremento promedio y error estdndar de la longitud de la concha de Mytilus
californianus en diferentes tiempos (7, 14, 30, 45 y 60 dias) de cultivo
(organismos del control).
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Tiempo de cultivo (dias)

Incremento promedio y error estindar de la altura de la concha de Mytilus
californianus en diferentes tiempos (7, 14, 30, 45 y 60 dias ) de cultivo
(organismos del control).
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II1.1.2 Organismos seleccionados por maximo crecimiento

Debido a que no hubo mortandad durante el bioensayo, se pudieron scleccionar los
10 organismos que obtuvieron el maximo crecimiento de los 15 organismos colocados
inicialmente por tratamiento. La seleccion de estos organismos fue conveniente para
asegurar que la muestra tomada de la capa nacarosa fuera inicamente la depositada durante
el bioensayo. Los resultados del ANOVA Kruskal-Wallis mostraron diferencias
significativas (H=19.32, p<0.05) del largo inicial respecto al largo final de la concha en los
diferentes tratamientos.

La prueba de comparaciones miultiples de Tukey mostr6 diferencias del crecimiento
del largo de la concha de M. californianus entre los diferentes tratamientos. Unicamente los
organismos del tratamiento S5E (p< 0.05), presentaron un crecimiento significativamente
mayor (2.1 mm) respecto al resto (Fig. 6). Para la altura de la concha no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos (Fig. 7).
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1E 5E 10E 20E A" 5V 10V 0.05C

Tratamientos

Incremento promedio y error estandar de la longitud de la concha de M.
californianus de los organismos seleccionados por presentar el mayor
incremento al final del experimento. Los numeros que describen los
tratamientos, representan las distintas concentraciones de Cd a las que fueron
expuestos los organismos y las letras indican la forma en la que fueron
proporcionadas dichas concentraciones: E= Medio Estable, V= Medio Variable
y C= Control.

] {
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1E SE 10E 20E YAY 5V 1ov 0.05C

Tratamientos

Incremento promedio y error estandar de la altura de la concha de M.
californianus de los organismos seleccionados por presentar el mayor
incremento al final del experimento. Los numeros que describen los
tratamientos, representan las distintas concentraciones de Cd a las que fueron
expuestos los organismos y las letras indican la forma en la que fueron
proporcionadas dichas concentraciones: E= Medio Estable, V= Medio Variable
y C= Control.
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III.2 PROPORCION DE LA LONGITUD DE LA FRANJA CALCITICA CON
RESPECTO A LA LONGITUD TOTAL
ITI.2.1 Organismos de la talla estudiada (5 a 6 cm)
La proporcion de la franja calcitica, por intervalos de talla, para los organismos de 5
a 6 cm de longitud, respecto a la longitud total (Fig. 8) y la longitud a partir del musculo
abductor (Fig. 9) de ambas valvas, muestra que la proporcién de la franja calcitica se
mantiene en 0.1 respecto a la longitud total. Los resultados del ANOVA de una via no
mostraron diferencias significativas (F =1.3, p > 0.05), lo que indica que la proporcién de la
franja calcitica se mantiene entre estos rangos de talla y entre los puntos estandarizados.
Por lo tanto, la capa aragonitica mantiene una proporcién de 0.9 respecto al crecimiento
total, obteniendo un crecimiento promedio de la capa aragonitica de 1.08 mm en los 60 dias

de bioensayo.

ITI.2.2 Organismos de otras tallas

Cuando se compar6 la proporcion de la franja calcitica de la concha de M.
californianus respecto a la longitud total en diferentes tallas (4.00 a 4.99, 6.00 a 6.99, 7.00-
a 7.99 cm) se encontraron diferencias significativas (F= 4.1, p< 0.05) y la prueba SNK
mostré que los organismos de menor talla (4.00 a 4.99 cm) eran diferentes (SNK= 0.016,
p< 0.05) al resto, con una proporcién de 0.09 (Fig. 10). Las tallas restantes presentaron una

proporcion similar (0.1) al intervalo de talla estudiado (5 a 6 cm).



Proporcion de la franja calcitica

Figura 8.

Proporcién de la franja calcitica

Figura 9.
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—&— Valva derecha
—O— Valva lzquierda

(5.46-5.55)

(5.26-5.35)

(5.66-5.75)

(5.56-5.65)

(5.36-5.45)

(5.0-5.25)

(5.96-6.15)
.

Intervalos de talla (cm )

Proporcion media y error estandar de la longitud de la franja calcitica respecto a
la longitud total de la concha de M. californianus en organismos del control de 5

a6 cm.

—@— Valva derecha
—o— Valva izquierda

(5.26-5.35)

(5.66-5.75)

(5.46-5.55) (5.86-5.95)

(5.05-5.25)

(5.56-5.65)

(5.36-5.45)

(5.76-5.85)
(5.96-6.15)
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Intervalos de talla (cm)

Proporcién media y error estandar de la franja calcitica a partir de la cicatriz del
misculo abductor respecto a la longitud de la concha de M. californianus en
organismos del control de 5 a 6 cm.
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Figura 10. Proporcion media y error estandar de la longitud de la franja calcitica respecto a la
longitud total de M. californianus en otras tallas.
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I1L.3 CONCENTRACION DE Cd EN LA CAPA NACAROSA DE LA CONCHA

La concentracion de Cd en la capa nacarosa de la concha de M. californianus. Se
incrementé al aumentar la concentracién de Cd del agua de mar a la que estuvieron
expuestos los organismos en los diferentes tratamientos (Tabla IT). Este comportamiento es
observado tanto en el medio estable como en el medio variable (Fig. 11) con
concentraciones que van desde 32 ngg ' en el control hasta 128 y 161 ng'g ' en los
tratamientos estables en que se suministraron 10 y 20 pg Cd-L . El anélisis de varianza de
una via, muestra diferencias significativas (F= 23.03; p< 0.05) entre las diferentes
concentraciones. Las pruebas de comparaciones multiples (SNK) muestran que las
concentraciones correspondientes a los medios de 0.05C (control) y 20E (medio estable)
fueron significativamente diferentes con respecto a todas las demds (Tabla III). La del

medio estable con 10 pg-L™" fue diferente a todas excepto al tratamiento 10V.
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TablaIl.  Concentracion media y desviacion estandar de Cd en la capa nacarosa de la
concha de M. californianus en diferentes tratamientos. Los nimeros de las
concentraciones de Cd del agua de mar, representan las distintas
concentraciones a las que fueron expuestos los organismos y las letras indican
los medios de concentracion: C= control, E= medio estable y V= medio

variable.
[Cd] pg L [Cd] ng'g’ | Tratamientos
Agua de mar| Capa nacarosa N
0.05C 3266 + 6.4 6
1E 78.47 + 16.0 3
2V 7044 + 7.3 3
5V 73.16 + 99 3
5E 10426 + 13.9 3
10V 9193 + 22.7 3
10E 128.77 + 30.7 2
20E 161.62 + 18.0 3
Tabla IIL. Comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls de la concentraciéon de

Cd en la capa nacarosa de la concha de M. californianus en diferentes
tratamientos (oo = 0.05). Las diferentes concentraciones de Cd a las que
fueron expuestos los organismos estan representadas por los nimeros y los
medios de concentracién: C= control, E= medio estable y V= medio variable,
son indicados con las letras. Los valores resaltados representan las
comparaciones significativas.

00sc| 1 | 2v | s5v | s | 10v | 10E | 20E |
0.05C
1E 0.0099
2V 0.0083 0.8070
5V 0.0135 0.6829 0.8339
5E 0.0016 0.3058 0.3608 0.3282
10V 0.0004 0.1355 0.1016 0.1049 0.3475
10E 0.0002 0.0046 0.0026 0.0029 0.0249 0.0706
20E 0.0002 0.0001 0.0001 0.0001 0.0003 0.0008 0.0189
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Figura 11. Concentracion (media + error estindar) de Cd en la capa nacarosa de la concha de M.
californianus expuestos a diferentes medios y concentraciones de este metal en el
agua; el circulo vacio representa el medio estable y el circulo relleno representa el
medio variable.
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IV DISCUSION
Seguimiento del crecimiento

Se ha reportado que M. californianus tiene una tasa de crecimiento en la zona del
submareal rocoso de la Jolla, Calif, EU.A. de 2 a 5 mm'mes” (Coe y Fox, 1942; Dehnel,
1956). En este trabajo bajo condiciones de laboratorio, el crecimiento promedio en longitud
de la concha, para la misma especie, fue considerablemente menor (0.6 mm'mes™) al
estimado por los anteriores autores a pesar de que estuvieron en condiciones controladas de
temperatura, luz, salinidad, oxigeno suministro de alimento y sumersién continua,
precisamente para tratar de obtener un crecimiento similar al mencionado por los anteriores
autores. No obstante, un crecimiento menor de 2 mm-mes™ es reportado por Paine (1976),
quien observé una razén de crecimiento de 1.0 mm-mes™ para la misma especie en la Bahia
Mukkaw, Washington a temperaturas mas bajas de los 17 °C. No obstante, Behrens
Yamada y Peters (1988) encontraron que este mejillon (tallas de 2 a 4 cm) en el intermareal
de la costa central de Oregon, tuvo un incremento de 0.6 a 1.7 mm-'mes” de marzo a
noviembre. Las condiciones ambientales en las que habitan estos organismos marcan la
diferencia entre las tasas de crecimiento mensual reportadas para M. californianus en las
distintas regiones, asi como el nivel de marea a la que se encuentran expuestos, ya que se
conoce, que el crecimiento de los mejillones es mas rapido cuando el mejillon estd
continuamente sumergido donde puede llegar a crecer hasta 4.8 mm'mes” que cuando esta
expuesto al aire por varias horas (Behrens Yamada y Dunham 1989). Lo anterior indica,
que la razon de crecimiento de este cultivo es similar a la minima reportada por Behrens
Yamada y Peters (1988) para organismos del intermareal; sin embargo, los organismos

utilizados en este cultivo son equivalentes a los estudiados por Coe y Fox (1942) por la
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cercania de la latitud en la que se colectaron los organismos de nuestro cultivo y también
porque estuvieron siempre sumergidos. Por lo anterior, suponemos que en este cultivo no
alcanzaron el crecimiento esperado (mayor de 2 mm). Varios autores (Coe y Fox, 1942;
Lowenstam, 1954; Dodd, 1964) mencionan que el efecto de la temperatura es un factor
mmportante en la depositacién de calcio, dado que se conoce, que la secrecién de carbonato
de calcio se incrementa a altas temperaturas en el océano. En nuestros cultivos la
temperatura se mantuvo entre 17 y 19 °C, la cual se ha reportado que es dptima para el
crecimiento de M. californianus (Coe y Fox, 1942). Un factor que pudo haber influido en la
razon de crecimiento del mejillon, es la densidad en la que se mantuvo el cultivo. Autores
como Seed (1968) y Harger (1972) mencionan que a alta densidad poblacional (ca. 110
cm™) los mejillones crecen a lo largo debido a la alta compresion que ejercen entre ellos;
inversamente, a baja densidad (ca. 50 em™) el crecimiento tiende a ser hacia lo alto de la
concha debido a la baja compresion. Asi mismo, Harger (1972), Behrens Yamada y Peters
(1988) y Suchanek (1981) indicaron que a una baja densidad el mejillén no tiene
interferencia por espacio y alimento, lo que permite a los organismos tener mas energia
disponible para el crecimiento. En este cultivo, con baja densidad, los mejillones crecieron
a lo largo de forma similar que a lo alto (1.1 mm). Los argumentos mencionados sobre la
influencia de la temperatura y la densidad en el crecimiento evidencian que las condiciones
en que se mantuvieron los mejillones eran ideales para que alcanzaran mayor crecimiento
que el encontrado en este trabajo. Lo anterior sugiere que otro factor mas importante pudo
influir en el crecimiento durante el cultivo.

Los mejillones en el medio natural ingieren una gran variedad de células

fitoplancténicas (diatomeas y dinoflagelados) durante el dia (Coe y Fox, 1942; Suchanek,
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1981), por lo que la cantidad y calidad del alimento es uno de los factores de mayor
importancia para el desarrollo y crecimiento de los mejillones, sobre todo si son cultivados
en laboratorio (Fidalgo ef al., 1994; Kreeger y Langdon, 1993). En este cultivo, la dieta de
los mejillones fue con base en el 2 % del peso seco del mejillon (Bayne et al., 1976) y el
peso seco de las microalgas. El control sobre la racién ingerida y la frecuencia con la que se
suministra el alimento a los bivalvos es necesaria, ya que se ha visto que cuando se
adiciona en forma continua se pueden obtener mayores tasas de crecimiento (Esquivel y
Voltolina, 1996).

En este experimento, la racion diaria promedio de la dieta mezclada fue de 6.9
mg-L™" de Isochrysis sp. y 2.9 mg-L™" de Chaetoceros sp. para cada mejillon por dia. Dicha
cantidad de alimento, mantuvo a los mejillones durante el periodo del bioensayo con un
100 % de sobrevivencia. Con el suministro de alimento anterior (4.9 mg-L™" dos veces al
dia), no se observd produccién de pseudoheces. Widdows et al. (1979) mencionan que para
M. edulis (7 cm, 1 g de peso seco) las pseudoheces se producen a concentraciones de
alimento ca. 5 mg-L™.

El crecimiento de M. californianus pudo ser significativamente afectado por una
baja racion alimenticia es decir, que esta especie requiera de una racién mayor del 2% para
poder crecer. Este porcentaje fuc; utilizado con base en lo descrito por Bayne et al. (1976)
para M edulis, dada la escasez de informacion sobre M. californianus.

La calidad del alimento es otro factor que pudo influir en la razén del crecimiento
de este bivalvo. Se sabe que, las microalgas utilizadas como dieta para los mejillones en el
presente estudio tienen un alto valor nutritivo. En ese sentido, Esquivel y Voltolina (1996)
reportaron que Chaetoceros sp., cultivado en laboratorio, presentd un total de 75.61 % (en

peso seco) de composicion nutritiva (proteinas 34.36 %, carbohidratos 13.23 %, lipidos
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28.02 %). Por otro lado, para Isochrysis galbana se ha reportado un alto valor nutrimental
en proteinas (42.6 %), carbohidratos (20.2 %) y lipidos (17.1 %) (Kreeger y Langdon,
1993). Sin embargo, se ha observado que esta composicién bioquimica varia con la edad
del cultivo y la condicién de la especie (Utting, 1985; Whyte, 1987).

En el presente trabajo no se efectuaron pruebas de composiciéon bioquimica de
Chaetoceros sp. e Isochrysis sp. debido a que se considerd que esta mezcla fitoplanctonica,
como dieta mixta, resultaria nutritivamente balanceada. Ademés, de que se ha observado,
que los bivalvos crecen a mayor razén cuando se les adiciona una dieta mezclada de
diversas especies de microalgas (Epifanio, 1979; Webb y Chu, 1982). El crecimiento de M.
californianus pudo ser significativamente afectado por variaciones proteicas ¥y
posiblemente por una baja racion alimenticia.

Un factor mas que pudo influir en el crecimiento, es que los organismos de la
primer colecta (4 de noviembre) desovaron al ser trasladados al laboratorio. Autores como
Coe y Fox (1942) mencionan que el desove del organismo provoca un adelgazamiento del
tejido blando. De manera particular, observaron que en M. californianus el peso de las
gonadas puede igualar o exceder al peso del tejido del cuerpo dependiendo de la cantidad
de gametos expulsados. Lo anterior podria sugerir que los mejillones del presente estudio,
después del desove, utilizaron el alimento proporcionado para recuperar el peso del tejido

blando y no asi para crecer.

Proporcion de la longitud de la franja calcitica con respecto a la longitud total de la
concha
Los resultados del presente estudio son de gran importancia, puesto que no se

encontrd bibliografia que indique qué cantidad o distancia se incrementa en la capa
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aragonitica en un determinado tiempo. Por lo anterior, se supuso que si la franja calcitica
mantiene una proporcion constante respecto al crecimiento total, se puede inferir qué tanto
se incrementa la capa nacarosa. Los resultados mostraron que la longitud de la franja
calcitica mantiene una proporcién de 0.1 respecto a la longitud total, por lo tanto la longitud
de la capa aragonitica mantiene una proporcion de 0.9 respecto a la longitud total. Con base
en lo anterior, se obtuvo un crecimiento promedio de la capa aragonitica de 1.08 mm para
el periodo del bioensayo. Otro dato importante, es que dicha proporcién se mantiene en
organismos de tallas de 5 a 8 cm de largo, lo cual eliminaria la necesidad de sacrificar
organismos para dar seguimiento al crecimiento de la capa aragonitica. Esto es, en trabajos
futuros el seguimiento del crecimiento total, nos permitira inferir el crecimiento de la
longitud de la capa aragonitica para determinar el tamafio de muestra adecuada para el
andlisis de metales.
Incorporacion de Cd

La capa nacarosa de M. californianus mostré una incorporacién mayor de Cd al
incrementar las concentraciones en el agua de mar en ambos medios de exposicidn
(“estable” y “variable”). De igual manera, Sturesson (1978) encontrd para M. edulis, que al
aumentar los niveles de Cd en el agua aumentaban en la concha, particularmente en la capa
aragonitica. Bourgoin (1990), encontrd que la incorporacién de metales como el Pb en la
capa nacarosa de la concha, esta fuertemente correlacionada con las concentraciones de Pb
en el tejido y menciona que la concha puede proveer un indice de biodisponibilidad de Pb.
El presente estudio, ademas de proporcionar una primera aproximacion de lo que ocurre en
la depositacion del Cd en la capa nacarosa de la concha de M. californianus, marca un
progreso en el seguimiento de las concentraciones de Cd en el ambiente, utilizando otra

especie del género Mytilus, ya que demuestra que la capa aragonitica de la concha de esta
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especie refleja los incrementos de Cd en el medio.

Los patrones de incorporacién del Cd a la capa nacarosa en dos diferentes medios
de exposicidn, indicaron que no hay diferencias entre un medio con niveles estables a otro
con niveles variables de Cd. Cabe mencionar que esta aseveracion se hace con base en solo
dos comparaciones de los medios. Las de concentraciones promedio de 1 y 5 pug caLt Rl
hecho de que las diferencias no sean significativas puede deberse a la capacidad de
formacién de complejos quimicos y a la actividad cinética del Cd que acompafia a los
procesos de la formacion de la concha, en el caso de que estos sean similares a los llevados
a cabo en el tejido blando. George y Coombs (1977), Ritz et al. (1982) y Coleman et al.
(1986) coinciden en que la incorporacién de Cd en el misculo blando de M. edulis expuesto
a bajas concentraciones de este metal, es incrementada si el mejillon estuvo previamente
expuesto a altas concentraciones del metal. George y Coombs (1977) sefialan que el Cd
debe formar complejos quimicos antes de que la acumulacién ocurra. Coleman et al. (1986)
mencionan, que cuando el mejillén es transferido a agua de mar con concentraciones
mayores de Cd ocurre un retardo en la acumulacion del metal, debido a la necesidad de
sintetizar ligandos para formar complejos de iones metélicos. Inversamente, una
transferencia de mejillones a aguas de menores concentraciones, tendria un exceso de
ligandos y como resultado no sufre un retardo en la acumulacion del metal. Por lo tanto, la
razén de incorporacidén se incrementard al poner al organismo nuevamente en
concentraciones altas del metal. A pesar de que lo anterior ha sido observado sélo en el
musculo blando (Coleman et al., 1986), un proceso quimico similar podria ocurrir, durante
la depositacion de cristales hacia la capa nacarosa. En nuestros tratamientos con medio
estable pudo ocurrir que, dentro del fluido extrapaleal, se haya dado una estabilidad de

complejos organicos e inorganicos hacia la formacion de la concha, al ser continuo el
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suministro de Cd. Por otro lado, en el medio variable al estar el organismo expuesto a
concentraciones ciclicas de Cd (2 y 10 pg-L™), posiblemente ocurrié un exceso de ligandos
en la concha, lo que permitié una rapida incorporacién del Cd a la capa nacarosa. El Cd
puede incorporarse tanto a los cristales como a la red intercristalina por absorcion en la
matriz organica de la concha (Sturesson, 1978). Los cristales estdn separados por esta
matriz organica, la cual estd formada por proteinas como la conchoilina, glicina, cerina y
por oligosacaridos sulfatados, principalmente. Estos compuestos son los responsables de
enlazar los iones Ca™, Cd™ y HCO; procedentes del medio para la formacién de la concha
(Wilbur y Saleuddin, 1983). Lo anterior sugeriria que una fraccion significativa del Cd
pudiera haber quedado enlazada a la matriz orgénica de la concha, como lo menciona
Sturesson (1978). Otro mecanismo que pudo influir en el medio variable es que parte del
Cd liberado del misculo blando en el ciclo de agua limpia, se haya dirigido hacia el fluido
extrapaleal para la formacién de la concha ya que se ha argumentado que parte de la
liberacién de los metales por el organismo es orientado ya sea hacia el ambiente o la concha
(Koide et al,, 1982). Lares (1995) encontré que M. californianus tiene la capacidad de
liberar una cantidad importante de Cd del tejido blando en un solo dia, al ser expuesto en
agua de concentraciones bajas, después de una exposicion corta a este metal. Esto fortalece
la hipétesis de que esa pronta liberacién de Cd por el organismo se haya dirigido en parte,
hacia la formacién de la capa nacarosa de la concha, al estar expuesto a concentraciones
ciclicas de Cd.

No hay que descartar posibles efectos de dilucién en la toma de la muestra para los
analisis del Cd, es decir, que se haya tomado, tanto lo depositado durante el bioensayo

como lo depositado anteriormente, ya que el crecimiento obtenido estuvo en el limite
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necesario para poder tomar la muestra que fue alrededor de 1.0 mm. En caso de no existir el
mencionado efecto de dilucidén nuestros resultados nos permitirian recomendar el uso de la
capa nacarosa de la concha de M. californianus como indicador de mediano plazo
preferentemente al tejido blando. Por lo tanto, podrian realizarse estudios en el medio
natural donde habita M. californianus, utilizando la capa nacarosa de la concha para indicar
el aporte de Cd por surgencias, las cuales, representan un medio muy variable en cuanto a
la concentracién de Cd que inyectan a la superficie. Autores como Ouellette (1981) y Lares
(1988) han estudiado el comportamiento del Cd en el tejido blando de M. californianus
durante estos eventos, encontrando incrementos en la concentracion de Cd en tejido blando
y detectando concentraciones de Cd cuatro veces mas altas en temporadas de surgencias.
Una ventaja de la capa nacarosa sobre el musculo blando de esta especie seria que la
primera integraria el Cd aportado por este evento ya que tiene la capacidad de incorporar el
cadmio con una liberaciéon mucho mas lenta que la que se da por parte del tejido blando
(Sturesson, 1978).

El factor de concentraciéon de Cd en la capa nacarosa no mostrd una relacion
directamente proporcional al incremento en las concentraciones de este metal en el agua de
mar. Es decir, al incrementar las concentraciones de Cd en el agua de mar (1, 5, 10 y 20
ngL™") el factor de concentracién disminuy6 a 78, 20, 12 y 8 respectivamente. Un
comportamiento similar fue observado por Sturesson (1978), quien menciona que una
discriminacion del Cd puede ocurrir al incrementarse las concentraciones de este metal en
el agua de mar. Dicho autor encuentra factores de concentracién de Cd en la capa de
aragonita de M. edulis que disminuyen de 20 a 5 al incrementarse la concentracién del agua

de mar. Sin embargo, las concentraciones que este autor trabaj6 fueron mayores (25 a 200
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Hg Cd-L'l) a las utilizadas en el presente estudio y corresponden a una especie diferente. A
pesar de que no son directamente comparables, las diferencias en el enriquecimiento de Cd
muestran que M. californianus parece discriminar el metal a concentraciones mucho
menores que M. edulis. Otras diferencias entre especies del género Myiilus han sido
reportadas. Por ejemplo, Dodd (1964) menciona una diferencia en la formacién de
estructuras de la concha para M. californianus con la presencia de una capa prismatica
exterior, carente en M. edulis. También se han encontrado diferencias en la cinética de
incorporacién y liberacién de metales entre M. edulis y M. californianus. Griffin et al.
(1980) notaron diferencias de comportamiento quimico entre M. edulis y M. californianus,
ya que M. edulis mostr6 un incremento en la actividad del *'°Po en el misculo blando, con
la edad, mucho mayor que el incremento mostrado por M. californianus. Por su parte, Lares
y Orians (2000) encontraron diferencias de incorporacién de Cd entre M. trossulus y M.
californianus. La primera especie no mostrd incrementos en su concentracién al estar
expuesta a 1 pg'L”"' de Cd, mientras que la segunda incrementd significativamente sus
concentraciones a este mismo nivel. La actividad fisioldgica y metabdlica del organismo
pueden jugar un papel importante en la incorporacion del Cd en la capa nacarosa de la
concha en especies del mismo género Mytilus. En caso de que la incorporacién del metal a
la concha del mejillén fuera un mecanismo comin en especies del mismo género, cabe la
posibilidad de que el uso de la capa nacarosa como bioacumulador pueda ser considerada
como equivalente entre especies del mismo género sin embargo, estudios comparativos

entre ambas especies deben ser realizados.
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V CONCLUSIONES

L

Este estudio marca un progreso en el seguimiento de las concentraciones de Cd en el
ambiente, utilizando otra especie del género Mytilus, ya que se demostré que la capa
nacarosa de la concha de M. californianus refleja los incrementos de cadmio en el
medio.

La capa nacarosa de la concha puede ser considerada como un indicador de
contaminacién a mediano plazo con una baja variabilidad inherente, ya que a diferentes
medios de exposicién de Cd (“estable” y “variable”) no se encontraron diferencias
significativas en sus concentraciones de Cd.

Una aportacién importante de este trabajo es que se encontré que la longitud de la
franja calcitica mantiene una proporcién de 0.1 respecto a la longitud total en
organismos de tallas de 5 a 8 cm. A partir de lo anterior, se puede inferir el crecimiento
de la capa aragonitica a través del crecimiento total para futuros experimentos que
tengan como objetivo el andlisis de metales en la capa nacarosa de Mytilus

californianus.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda considerar las siguientes propuestas para trabajos futuros que
intenten estudiar la cinética del cadmio en la concha de esta especie.

a) Realizar bioensayos con un tiempo experimental mas prolongado, para asegurar obtener
la cantidad de aragonita necesaria para el analisis de Cd. De esta manera se eliminara la
incertidumbre aportada por la posible dilucion de la muestra.

b) Evitar el dosove de los organismos, mediante un manejo adecuado en el transporte y
acondicionamiento al laboratorio.

c) Realizar estudios sobre dietas para M. californianus, para determinar la alimentacion
adecuada para el crecimiento de esta especie.

d) Realizar bioensayos con marcadores radiosétopicos como el 'Cd para rastrear la
cinética de incorporacién mas reciente de la capa nacarosa de la concha del mejillon.

e) Realizar estudios similares con especies diferentes del género Mytilus para probar si
pueden ser consideradas como especies equivalentes en estudios de contaminacion por

metales.
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