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|l. Resumen

El ostion de placer Crassostrea corteziensis es un importante recurso acuicola y pesquero
en el noroeste del pais, se pesca y cultiva principalmente en los estados de Sonora, Sinaloa y
Nayarit. Actualmente los productores de la regién han manifestado un incremento en la
susceptibilidad a la mortalidad del ostién C. corteziensis, la cual se asocia a los incrementos en la
salinidad de estuarios y lagunas donde habita o se cultiva, probablemente ocasionada por el
represamiento de los rios en algunos de estos sitios. Por tal motivo se evalué el efecto del estrés
hipo- e hiperosmotico en la supervivencia y fisiologia del ostidon C. corteziensis. Ciento ochenta
ostiones fueron distribuidos bajo un disefio aleatorio en tres tratamientos de salinidad: estrés
hipoosmético, hiperosmético y control (10, 50 y 35 ups respectivamente). Cuatro ostiones por
tratamiento fueron muestreadosala 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 horas. De cada organismo se determiné
la presién osmética de la hemolinfa, porcentaje de agua en tejidos (branquias, manto y musculo),
concentracién de proteinas totales en branquias, musculo y manto, concentracién de proteinas,
glucosa y hemocianina en el plasma, concentracion total, diferencial y viabilidad de hemocitos en
la hemolinfa. Los resultados demuestran que el ostidon Crassostrea corteziensis es
osmoconformador, puesto que la presién osmoética interna se ajusto a la del medio externo 6y 48
hrs, durante el estrés hiperosmético e hipoosmético, respectivamente. El ajuste del volumen
celular (humedad) fue mas evidente en el manto y musculo que en las branquias, probablemente
se deba a la diferencia en la exposicién de los érganos y tejidos al medio externo. Se observé un
incremento de la concentracién de hemocianina en el estrés hipoosmatico, posiblemente causado
por la disminucion de la afinidad por el oxigeno, asi como una mayor sintesis de la misma al
incorporar los aminoacidos movilizados durante la disminucidn de la presién osmética celular. Por
el contrario, la disminucién de la hemocianina en el estrés hiperosmético pudiera deberse a una
hidrélisis de la misma hasta aminoacidos libres para incrementar la presién osmoética celular con el
incremento de la presion osmética del medio externo. Se observaron variaciones en la
concentracién de glucosa en plasma, las cuales sugieren que la regulacién idnica e hidrica, y el
estrés osmotico en general, fue mayor durante el estrés hiperosmético que en el hipoosmaético.
Los cambios de salinidad no afectaron la viabilidad de los hemocitos, pero si su concentracion total
y diferencial (i.e. hialinos y granulares), disminuyendo particularmente en el estrés hiperosmético.
Esto podria aumentar la susceptibilidad a patdgenos en esta especie de ostion, particularmente

durante el incremento de la salinidad en estuarios y lagunas donde se cultiva.



Il. Introduccion

Los ostiones son un importante recurso econdmico para la pesca y la acuicultura en
México. Durante el afio 2009 este grupo aporto el 25.31 % de la produccién nacional de moluscos
(CONAPESCA, 2010). Las principales especies de ostiones que se aprovechan en México son
Crassostrea gigas, Crassostrea virginica y Crassostrea corteziensis (FAO, 2010). De estas especies
C. gigas es introducida, mientras que C. virginica y C. corteziensis son nativas (Fig. 1). El ostion C.

corteziensis se explota en el noroeste de México, principalmente en los estados de Nayarit, Sinaloa

y Sonora.
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Figura 1. Produccidn (t) de las principales especies de ostién en México del afio 2000 al 2010 (FAO
2011).

Los ostiones pertenecen al filo Molluaca, clase Bibalbia y orden Ostreoida. En la figura 2
podemos observar la posicidon de los moluscos en el arbol filogenético propuesto por Dunn et al.

(2008).

Produccién (Toneladas) C. virginica
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Figura 2. Arbol filogenético de los Metazoarios, propuesto por Dunnet al.(2008).

El ostion de placer C. corteziensis alcanza hasta 250 mm de longitud en promedio. Las
conchas tienen una coloracidon blanquecina en su superficie externa y son de formas muy
variables, generalmente alargadas y ovaladas. La valva derecha es aplanada y lisa o con laminas

concéntricas, ligeramente café o gris purpura; mientras que la izquierda se encuentra unida al



sustrato, es convexa y mads grande que la derecha, frecuentemente con el umbo encorvado hacia

atras, externamente lisa o con tenues surcos radiales (Keen, 1971).

Esta especie de ostidon se distribuye del Golfo de California hasta Panama (Keen 1971).
Habita en la zona intermareal en estuarios y lagunas costeras, adherido a las raices del mangle y
sustratos rocosos (Stuardo y Martinez, 1975). Los estuarios y lagunas costeras en las que se
distribuye esta especie se caracterizan por la interaccion entre agua dulce y salada, por lo que

habitan regularmente en agua salobre.

Se han realizado estudios que abordan diferentes aspectos bioldgicos del ostion C.
corteziensis. Dentro de los que destacan algunos relacionados con el efecto de la temperatura en
el crecimiento y supervivencia de juveniles (Caceres-Puig et al.2007), cultivo en condiciones
naturales (Chavez-Villalba et al. 2005), descripcion de la anatomia de las génadas y ciclo
reproductivo (Stuardo y Martinez, 1975; Rodriguez-Jaramillo et al. 2008); caracterizacién de
vitelina/vitelogenina (vt/vtg) para la determinacién de la maduracidn gonadica (Arcos et al. 2009),
eficiencia de dietas microalgales y rutinas de alimentacidon para la maduracidon en cautiverio
(Mazdén-Suastegui et al. 2008; Ojeda-Ramires et al. 2008; Hurtado et al. 2009a); efecto del acido
graso araquiddnico (20:4n-6) en la maduracion, respuesta inmune y sintesis de prostaglandinas
(Hurtado et al. 2009b), y el efecto de la temperatura y la salinidad sobre la tasas de filtracidn

(Guzman-Agtero et al. 2013).

Los productores de la region han manifestado un incremento en la susceptibilidad a Ia
mortalidad de este ostidn, la cual parece estar asociada a cambios de la salinidad en los sitios
donde habita o se cultiva, como consecuencia de la represa de los rios. Sin embargo, a pesar del
esfuerzo por estudio y cultivo de la especie se desconoce el efecto de los cambios bruscos de

salinidad sobre la supervivencia y fisiologia en C. corteziensis.



lll. Antecedentes

3.1. Osmosis

La osmosis es un fendmeno fisico que implica el flujo de un liquido a través de una
membrana semipermeable en funcidon a un gradiente en la concentracion de solutos (iones,
carbohidratos, aminodacidos, etc.) en ambos extremos de la membrana. En este sentido, el liquido
se mueve de la mezcla con menor concentracidon de solutos hacia aquella que tiene una mayor
concentracién de solutos, buscando el estado de equilibrio. La presidn osmdtica es precisamente
la presidon que ejerce una mezcla de solutos disueltos en solucidn (i.e. agua), a través de una
membrana semipermeable. Mezclas con altas concentraciones de solutos tienen una presion

osm¢tica alta (Choe y Strange, 2009).

Los organismos que habitan en estuarios y lagunas costeras como C. corteziensis se
encuentran expuestos a constantes cambios de salinidad y por ende se ven forzados a realizar
ajustes en la presién osmatica de las células de sus tejidos, por lo que responden fisioldgicamente
para evitar la descompensacién hidrica y idnica a nivel celular. Se conocen dos tipos de respuesta

fisioldgica al estrés osmotico: osmorregulacién y osmoconformacion (Deaton, 2009).

Los organismos osmorreguladores mantienen constante la presiéon osmética de sus fluidos
internos independientemente de los cambios en la presién osmética del medio externo. Este tipo
de organismos cuentan con mecanismos de excrecion que les permiten el balance de iones
intracelulares a través de complejos sistemas enzimaticos de membrana especializados en el
transporte activo de iones tanto inorgdnicos como orgdnicos (Dawson y Liu, 2009; Deaton, 2009).
Son osmorreguladores la mayoria de los vertebrados como los peces (Bentley, 2002) y algunos
artrépodos acuaticos como diversas especies de crustaceos (Péqueux, 1995; Charmantier et al

.2009).



En contraste, en los osmoconformadores la presion osmética en los fluidos del organismo
depende de la presidon osmdtica externa, y ambas se mantienen isotdnicas, es decir mantienen
una proporcion similar soluto- solvente, regulando con ello el volumen celular (Sidney y Pierce,
1982). En general, se ha descrito que la mayoria de los moluscos bivalvos son osmoconformadores
(Shumway, 1977), lo cual ha sido descrito para diferentes especies de ostiones (Tirad et al. 1997
Hosoi et al. 2003), mejillones (Deaton et al. 1984; Gainey, 1987; Neufeld, y Wright, 1996) y almejas

(Matozzo et al. 2007).

Muchos bivalvos que habitan en ambientes marinos, estuarios y lagunas costeras, como
Mytilus edulis (Deaton et al. 1984; Gainey, 1987; Willmer, 1978; Gainey, 1994), Mytilus
californianus, Mytilus trossolus (Neufeld, y Wright, 1996), Acanthochitona discrepans (Gilles,
1972), Solen cylindraceus (Villiers y Allanson, 1988), Geukensia demissa (Gainey, 1994),
Crassostrea virginica (Tirad et al. 1997) y Crassostrea gigas (Hosoi et al. 2003) son
osmoconformadores, ya que la presiéon osmoética de su hemolinfa se mantiene isotdnica con el

medio externo a pesar de las variaciones de la salinidad.

Sin embargo algunas especies de bivalvos de agua dulce (Lampsilis claibornensis y
Corbicula manilensis) y salobre (Rangia cuneata y Polymesoda caroliniana) se comportan como
osmoconfornmadores en ambientes con mas de 100 mOsm/ kg. Pero, al someter a estas mismas
especies en ambientes con presién osmoética menor a 100 mOsm/ kg, la concentracion de iones
Na‘, Ca’, K* es mayor en la hemolinfa que en el medio externo, por lo que se podria decir que son
osmorreguladores parciales, puesto que movilizan ciertos iones inorganicos principalmente Ca

(Daeton, 1981).

Se ha descrito que la capacidad y rapidez de la regulacidn del volumen celular varia entre

especies al someterlas a estrés hipo— e hiperosmotico (Gainey, 1987; Gainey, 1994). En el mejillon



Mitylus edulis sometido a estrés hipoosmodtico la hemolinfa tarda aproximadamente 24 horas en
alcanzar el punto isoténico con el medio; en contraste, este tiempo se reduce a tres horas cuando

esta especie es sometida a estrés hiperosmético(Gainey, 1987).

Por lo contrario, se ha observado que las células de los tejidos de Crassostrea gigas
regulan el volumen celular en menor tiempo tras ser aclimatados al 100% de agua marina y luego
ser transferidos a agua marina al 50% (estrés hipoosmatico), que cuando son aclimatados en agua
marina al 50% y posteriormente transferidos a agua marina al 100% (hiperosmético) (Hosoi et al.

2003).

3.2. Osmolitos organicos

La concentracion de iones de Na* y CI” en la hemolinfa de algunos bivalvos
osmoconformadores es directamente proporcional a la concentracién de dichos iones en al medio
externo. La variacidn en la concentracién de estos iones es la principal causa de cambios en la

presidon osmotica de la hemolinfa durante el estrés osmatico (Gilles, 1972; Chandran, 2002).

Sin embargo, el citoplasma celular no soporta por tiempos prolongados cambios drdsticos
en la concentracidn de iones de Na® y CI". Es por esto que durante el estrés osmético prolongado
muchos invertebrados (i.e. bivalvos), utilizan biomoléculas que funcionen como iones orgdanicos

reguladores del volumen celular (Sidney y Pierce, 1982).

Los aminodacidos libres son las biomoléculas mas importantes para la regulacion del
volumen celular en bivalvos expuestos a estrés osmotico (Deaton et al. 1985; Matsushima et al.
1987; Matsushima y Hayashi, 1988; Hawkins y Hilbish. 1992). Se ha encontrado que la

concentracién de aminodacidos libres es distinta entre poblaciones de la misma especie, estando



directamente relacionada con los cambios en la presiéon osmética del ambiente (Sansone et al.

1978; Kube et al. 2006).

La alanina y glicina son los principales aminoacidos involucrados en la regulacion del
volumen celular en Mytilus edulis (Deaton et al. 1985). Mientras que en el ostidn Crassostrea gigas
se ha descrito la importancia de la alanina, glicina, B-alanina, taurina, glutamato, aspartato y

arginina (Hosoi et al. 2003; Hosoi et al. 2007).

Durante el estrés osmético los aminoacidos libres son transportados en el plasma y a
través de las células, lo que implica cierto gasto energético (Neufeld y Wright, 1996). Se ha
descrito en Crassostrea gigas que el gen AB185408 codifica para una proteina transportadora de
leucina, fenilalanina, treonina y valina; asimismo, se describié que la expresion de este gen es
mayor durante el estrés hipo- que hiperosmdtico (Toyohara et al. 2005b). Proteinas
transportadoras de taurina también estan involucradas en la respuesta fisioldgica al estrés hipo e

hiperosmatico en Mytilus edulis (Toyohara et al. 2005a) y Crassostrea gigas (Hosoi et al.2007).

La protedlisis de proteinas disponibles en la glandula digestiva, musculo y manto son la
fuente principal de aminoacidos libres durante el estrés hiperosmodtico en algunas especies de
bivalvos (Deaton, 1984; Deaton, 1987; Hawkins y Hilbish, 1992). En este mismo sentido se conoce
gue los cambios en la concentracion de aminoacidos libres en tejidos de Geukensia demissa y
Mytilus edulis durante estrés osmotico, estan directamente relacionada con la actividad de

enzimas proteoliticas (Deaton, 1987; Hawkins y Hilbish, 1992).

De igual manera se ha observado que en algunas especies de decapodos (Cancer pagurus,

Homarus gamarus, Carcinus maens, Chasmagnatus granulata), la exposicion a bajas salinidades



provoca una modificacidon negativa en la condicién bioquimica, principalmente en las proteinas

totales en tejidos (Torres et al.2002).

3.3. Metabolitos del plasma

Las proteinas presentes en el plasma podrian cumplir una funcién importante en la
modificacion del pool de aminodcidos libres en respuesta al estrés osmético. En este sentido se
determind que en los crustdceos Litopenaeus vannamei y Litopenaeus stylirostis la concentracién
de proteinas totales en plasma disminuye drdsticamente en las primeras 24 horas de exposicién a

estrés hiperosmético (50 ups) (Rodriguez, 1981).

Por otro lado, la hemocianina es la proteina mas abundante en el plasma de los moluscos
bivalvos, esta cumple la funcién de transportar el oxigeno en la hemolinfa hacia las células (Morse
et al. 1986). Se ha demostrado que durante estrés hipoosmético aumenta la sintesis de
hemocianina en el cangrejo Carcinus maenas, se estipula que esta molécula estd implicada en la

respuesta fisiolégica de esta especie ante estrés osmdtico (Boone y Schoffeniels, 1979).

Se han discutido dos hipodtesis sobre la participacién de la hemocianina en el proceso de
respuesta fisioldgica al estrés osmatico: (1) exclusivamente como transportador de oxigeno en
respuesta a una mayor demanda energética (Gilles, 1977) o (2) como una proteina fuente o

receptora de aminoacidos libres (Boone y Schoffeniels, 1979).

Estd demostrado que las necesidades energéticas derivadas de las osmorregulacién se
reflejan en la movilizacién de glucosa en el plasma de diversas especies de vertebrados (Barros et
al. 2001; Hoseini y Hosseini. 2010; Jalali et al. 2010.). Algunas investigaciones han referido este

mismo fendmeno en especies de crustaceos (Spargareny Hafner, 1987; Nery y Santos, 1993.).
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En el camardn Crangon crangon aclimatado a diferentes salinidades, se observa una
acumulacién de glucosa en tejidos, la cual es directamente proporcional a los cambios en la
salinidad (Spargaren y Hafner, 1987). En el decapodo Chasmangnathus granulata los niveles de
glucosa en plasma aumentan a través del tiempo en condiciones hipo- e hiperosmaticas (0 y 40
ups respectivamente) en la temporada de verano, encontrandose resultados opuestos durante el

invierno (Nery y Santos, 1993).

En moluscos bivalvos el transporte de aminoacidos libres en respuesta a estrés osmotico
(Neufeld y Wright, 1996; Toyohara et al. 2005a; Toyohara et al. 2005b; Hosoi et al. 2007.) puede
representar un gasto energético importante, que pudiera reflejarse en los niveles de glucosa del

plasma.

3.4. Estrés osmotico y respuesta inmune

La respuesta inmune en moluscos bivalvos involucra factores celulares y humorales, los
cuales a su vez estan intimamente relacionados. Las células circulantes llamadas hemocitos tienen
actividad fagocitica, capacidad oxidativa y en algunos casos pueden agruparse y encapsular
particulas de gran tamafio (Roch, 1999). Se han caracterizado basicamente dos tipos de hemocitos
en especies del género Crassostrea: hialinocitos y granulocitos (Cheng, 1996). En C. virginica se
han descrito a los granulocitos como células de entre 10 y 20 um de didmetro, las cuales
presentan una gran cantidad de granulos citoplasmdticos (Cheng, 1996). Mientras que los
hialinocitos se caracterizan por ser células mas pequefias, de 8 um de didmetro aproximadamente

y sin granulos citoplasmaticos (Cheng, 1996).

El incremento de la temperatura, ocasionado por el calentamiento global y cambio
climatico, puede incrementar los niveles de evaporaciéon del agua de mar, reduciendo o

incrementando en algunos lugares los patrones de lluvias, aumentando con ello la salinidad de los
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océanos (Matozzo y Marin 2011). Se ha observado que la concentracion de granulocitos de
Ruditapes philippinarum, cambia de manera significativa con los cambios estacionales de salinidad
(Flye-Saint-Marie et al. 2009). Asimismo, se ha demostrado que la modificacién de la salinidad
aumenta la susceptibilidad de los bivalvos a enfermedades infecciosas, incrementando con ello la
concentracién de granulocitos (Hauton et al. 2000). Asimismo, la mortalidad in vitro de los
hemocitos del ostion C. gigas aumenta con la disminucion de la salinidad (0 a 6.5 ups, Gagnaire et
al. 2006). Mientras que en la almeja R. philippinarum (Reid et al. 2003) y en el mejillon M.
galloprovincialis (Malagoli et al. 2007), el nimero de hemocitos circulantes incrementd con el
aumento de la salinidad. En la almeja Chamelea gallina se determind que el niumero total de
hemocitos disminuye significativamente con el incremento de la salinidad, mientras que la
fagocitosis disminuye en las almejas tras someterlas a estrés hipo- e hiperosmético (Matozzo et al.
2007a). Por otro lado, se ha demostrado que la actividad de una de la principales enzimas
encargadas de las degradacidn intracelular, la superdéxido dismutasa (SOD), disminuye con el

incremento de la salinidad en hemocitos de la almeja Chamelea gallina (Matozzo et al. 2007b).

En relacién a la viabilidad de los hemocitos con los cambios de salinidad, se observo en el
ostidn O. edulis que el tiempo de retencion de la tincidn rojo neutro es mayor a alta salinidad (32 a
25 ups) que en baja (16 a 19 ups), demostrando una disminucién de la estabilidad de las
membranas de los hemocitos con la disminucién de la salinidad (Hauton et al. 1998).
Adicionalmente, se ha observado en el ostién Crassostrea virginicauna disminucién cuantitativa y
no cualitativa de la sintesis de proteinas en hemocitos con el incremento de la salinidad; mientras
gue el decremento de la misma, disminuye la sintesis de proteinas cuantitativa y cualitativamente,

afectando hasta en un 60% la viabilidad de los hemocitos (Tirad et al. 1997).
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IV. Planteamiento del problema y justificacion

4.1 Planteamiento del problema

Actualmente los productores de la regién han manifestado un incremento en la
susceptibilidad a la mortalidad del ostién C. corteziensis, la cual se asocia a los incrementos en la
salinidad de estuarios y lagunas donde habita o se cultiva, probablemente ocasionada por el
represamiento de los rios en algunos de estos sitios. Por lo tanto, el presente proyecto se plantea

la siguiente interrogante:

1. - éCudles son los efectos del estrés hipo- e hiperosmatico en la supervivencia y

respuesta fisioldgica del ostidn C. corteziensis?

4.2 Justificacion

El ostidn C. corteziensis es uno de los recursos acuicolas mds importantes de la region
noroeste de México, el cual se cultiva intensamente en los estados de Sonora, Sinaloa y Nayarit.
Los productores de esta regién manifiestan un incremento en la susceptibilidad a la mortalidad de
este ostion, la cual parece estar asociada a los cambios de la salinidad en los sitios donde habita o
se cultiva. Por lo tanto, este proyecto evalud el efecto del estrés hipo- e hiperosmdtico en la
supervivencia y fisiologia del ostién C. corteziensis, el cual no ha sido determinado a pesar de su

intenso cultivo y de los avances alcanzados en la investigacién de esta especie.

V. Hipétesis
El estrés hipo- e hiperosmético tienen efectos distintos en la supervivencia, presion
osmotica, regulacion del volumen celular, movilizacion de reservas energéticas (i.e. proteinas y

glucosa) y algunos metabolitos organicos (i.e. aminoacidos).
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VI. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés hipo- e hiperosmodtico en la supervivencia y respuesta

fisioldgica del ostién C. corteziensis.

6.2. Objetivos Particulares

e Evaluar el efecto del estrés hipo- e hiperosmético en la supervivencia del ostidon C.
corteziensis.

e Determinar el efecto del estrés hipo— e hiperosmoético en el ajuste de la presiéon osmética
de la hemolinfa del ostion C. corteziensis.

e Evaluar el efecto del estrés hipo— e hiperosmético sobre el porcentaje de agua y
concentracién de proteinas en branquias, musculo y manto del ostion C. corteziensis.

e Determinar el efecto del estrés hipo— e hiperosmoético sobre la concentracidon de
proteinas totales, hemocianina y glucosa en el plasma del ostién C. corteziensis.

e Evaluar el efecto del estrés hipo— e hiperosmético sobre el conteo total, diferencial y

viabilidad de hemocitos presentes en la hemolinfa del ostion C. corteziensis.



14

VII. Materiales y Métodos

7.1. Origen y muestreo de los ostiones

Doscientos especimenes adultos de la especie C. corteziensis con una talla entre 6.5y 9.8
cm de largo y un ancho entre 5.1y 6.6 cm, fueron obtenidos de Acuicola Ramaceli S.C. de R.L. de
C.V. ubicada en Bahia de Ceuta, Culiacan, Sinaloa. Estos organismos pasaron por un periodo de
aclimatacién de tres semanas en un estanque con agua de mar filtrada a 35 ups, en el laboratorio
de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos y Cultivos de Apoyo para la Acuacultura de la Facultad de
Ciencias del Mar de la Universidad Auténoma de Sinaloa, Mazatldn, Sinaloa. Durante este periodo
se les proporciono diariamente como alimento la microalga Chaetoceros muelleri al 5% del peso
inicial de los ostiones, ambos en peso seco. Durante el periodo de aclimatacion se realizaron

recambios del 100 % del agua cada 24 horas.

7.1.1. Preparacion de los ostiones

Tras la aclimatacidn, las valvas de los ostiones fueron despostilladas en la parte dorsal a un
costado del musculo aductor con la ayuda de unas pinzas de corte, de tal manera que aunque
cerraran sus valvas se mantuviera el contacto directo de los tejidos del ostion y el agua. Los

ostiones fueron sometidos a 24 horas de ayuno, antes del experimento.

7.2. Diseio experimental

Se tomaron 180 ostiones despostillados y fueron distribuidos bajo un disefio
completamente aleatorio en tres tratamientos de salinidad con tres repeticiones por tratamiento
como se muestra en la tablal. Se usaron taras de plastico provistas con un difusor de aire a

manera de acuarios.
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Tabla 1. Disefio experimental

Tratamiento Salinidad Réplicas

1 2 3
Hipoosmético 10 ups 20 ostiones 20 ostiones 20 ostiones
Hiperosmotico 50 ups 20 ostiones 20 ostiones 20 ostiones
Control 35 ups 20 ostiones 20 ostiones 20 ostiones

Fueron muestreados 4 ostiones por tratamientoala 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 horas. De cada
organismo se determind la presion osmodtica de la hemolinfa, porcentaje de agua en tejidos
(branquias, manto y musculo), concentracion de proteinas totales en branquias, musculo y manto,
concentracién de proteinas, glucosa y hemocianina en el plasma, concentracidn total, diferencial y
viabilidad de hemocitos en la hemolinfa. A lo largo del experimento se determiné el porcentaje de

supervivencia de los organismos en cada unidad experimental.

7.3. Obtencion, separacidn y preservacion de las muestras

De cada ostién muestreado se extrajo el maximo volumen posible de hemolinfa,
pinchando el musculo aductor con la ayuda de una jeringa hipodérmica. La hemolinfa fue dividida
en cinco sub muestras para determinar la presién osmatica, analisis bioquimicos (proteinas totales
y glucosa en plasma), hemocianina en plasma, conteo total y diferencial hemocitos y viabilidad de

hemocitos.

Las sub muestras usadas para el analisis bioquimico fueron preservadas a — 80 °C, para su
posterior anadlisis; mientras que el resto de sub muestras se mantuvieron en hielo para ser

analizadas dentro de las primeras 24 horas.

Cada organismo fue disectado con la ayuda de un equipo de diseccién, para obtener una
muestra de manto, branquias y musculo. Cada muestra fue pesada en fresco dentro de un tubo

eppendorf de peso conocido, para posteriormente ser almacenada a — 80 °C.
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7.4. Presion osmoética en la hemolinfa
La presidon osmotica en la hemolinfa fue determinada inmediatamente después de cada
muestreo, usando un micro osmémetro de congelacién (uOmette 5004, Precision Systems Inc.,

E.U.A.).

7.5. Humedad

A cada sub muestra de tejido (branquias, manto y musculo) se tomé el peso humedo con
la ayuda de una balanza analitica (Denver Instruments, M-220D, E.U.A). Posteriormente estas
muestras fueron liofilizadas (Labconco Free Zone 4.5, Kansas City, MO., E.U.A) por 24 horas, para

registrar su peso seco. El porcentaje de humedad se calculd con la siguiente férmula:

\)
Humedad (%) = 71 x 100

Donde:

S= Peso seco

H= Peso humedo

7.6. Proteinas totales en tejidos

Las proteinas totales en tejidos se cuantificaron con el método descrito por Bradford
(1976). Los tejidos fueron liofilizados por 24 horas y pulverizados con la ayuda de un mortero.
Posteriormente, cada tejido fue homogenizado con 1 ml de agua destilada. De cada homogenizado
se tomaron 100 pl y se hizo una dilucién 1:10 con NaOH 0.1 N, la cual se dejé reposar por 2 horas.
Transcurrido el tiempo, se tomaron 10 ul y se le agrego 200 pul de solucidn reactiva de Bradford (B-
6919, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A). Posteriormente las muestras se colocaron en una
microplaca para determinar su absorbancia a 595 nm con la ayuda de un fotocolorimetro (Imark,

Bio-Rad, U.S.A).
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Para calcular la concentracidon de proteinas se realizd una curva estdndar a partir de
diluciones de albumina sérica bovina (A-2153, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A) con las

siguientes concentraciones: 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 y 0.15625 mg xml™,

7.7. Proteinas totales en plasma

Las proteinas totales en plasma se cuantificaron con el método descrito por Bradford
(1976). Para obtener el plasma, cada muestra de hemolinfa fue centrifugada a 1300 x g por 10 min
a 4 °C. Se realizd una dilucidn 1:5 de plasma con NaOH 0.1 N y se dejo reposar por 2 horas.
Transcurrido el tiempo, se tomaron 10 pl y se le agrego 200 ul de solucidn reactiva de Bradford (B-
6919, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A). Posteriormente las muestras se colocaron en una
microplaca para determinar su absorbancia a 595 nm con la ayuda de un fotocolorimetro (Imark,

Bio-Rad, U.S.A).

Para calcular la concentracidon de proteinas se realizd una curva estandar a partir de
diluciones de albumina sérica bovina (A-2153, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A) con las

siguientes concentraciones: 1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 y 0.03125mg x mi~™.

7.8. Concentracion de hemocianina

La concentracion de hemocianina se determind a partir del plasma que se centrifugd de la
hemolinfa a 1300 x g por 10 minutos a 4°C. Se hizo una dilucién del plasma con NaCl al 3.5% en
una proporcién 1:10, posteriormente a partir de una muestra se determind la absorbancia a 335
nm usando un espectrofotémetro (Jenway 7305, Reino Unido). Para calcular la concentracién de
hemocianina en funcién de la absorbancia se aplicé un coeficiente de extincién (E'*) de 2.83

(Hagerman, 1986), usando la siguiente férmula:

Hemocianina (@) = i X F
ml 2.83
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Donde:

A= absorbancia

F= factor de diluciéon del plasma

7.9. Concentracién de glucosa en plasma

La concentracidn de glucosa fue determinada por el método (GOD-PAP, Randox, Reino
Unido) usando un kit comercial. Fueron mezclados 20 ul de plasmay 200 pl de solucidn reactiva y
se dejaran reaccionar por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente estas muestras se
colocaron en un fotocolorimetro (Imark, Bio-Rad, U.S.A) para determinar su absorbancia a una

longitud de onda de 490 nm.

Para determinar la concentracidn de glucosa en base a la absorbancia, se realizd una curva
tipo a partir de la solucion estandar del kit con 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 y 0.17825

mg/dl de glucosa.

7.10. Conteo total y diferencial de hemocitos
El niumero total (THC) y diferencial de hemocitos (THD) presentes en la hemolinfa se
determindé usando un hematocitdmetro y un microscopio compuesto. Las sub poblaciones de

granulocitos y hialinocitos fueron identificadas en base a lo descrito por Cheng, 1981.

7.11. Viabilidad de hemocitos
El porcentaje de viabilidad de los hemocitos se estimd agregando 5 ul de azul de tripano
por cada 100 pl de muestra de hemolinfa. Posteriormente usando un hematocitometro y un

microscopio éptico se contd el nimero de hemocitos totales y tefiidos. Este compuesto solo
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penetra las células que han perdido integridad de su membrana, coloreando la célula de color azul

(Sun et al. 2006).

7.12. Analisis estadistico

Los resultados de cada variable de respuesta fueron procesados por un analisis de varianza
bifactorial (ANOVA) utilizando como variables independientes tratamiento (10 ups, 35 ups y 50
ups) y tiempo de muestreo (1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 horas); y como variables dependientes la
humedad en tejidos, presién osmdtica en hemolinfa, proteinas en musculo, branquias y manto,
variables metabdlicas en plasma (proteinas, glucosa, hemocianina), concentracién total y
diferencial de hemocitos en hemolinfa. Las variables supervivencia y viabilidad de hemocitos
fueron analizadas con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. Cuando se encontraron diferencias
significativas se realizaron pruebas a posteriori de Tukey para establecer las diferencias
significativas (P< 0.05) entre los tratamientos y tiempos de muestreo. Los valores de porcentaje
fueron transformados a arcoseno antes de realizar el ANOVA (Zar, 1999), aunque los resultados
fueron posteriormente transformados a su valor original. Todos los analisis se realizaran con la

ayuda del programa Statistica v. 9 (Statsoft, Tulsa, OK, E.U.A).
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VIIl. Resultados

8.1. Supervivencia

No se observaron diferencias significativas (P = 0.953) en la supervivencia de los ostiones
sometidos durante 48 horas a estrés hipo- e hiperosmoético y salinidad control (Tabla 2).

Tabla 2. Supervivencia de los ostiones (%) sometidos a estrés hipo- , hiperosmético y control (10,
50y 35 ups respectivamente), durante 48 horas.

Salinidad (ups)

10 35 50 P
Supervivencia (%) 93+7 97+3 97+3 0.953

Los valores son media + e.e y fueron analizados por la prueba no para métrica Kruskal- Wallis.

8.2. Presién osmatica

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en la presién osmética de la hemolinfa
de los ostiones sometidos a estrés hipo- e hiperosmético a lo largo de 48 horas (Fig. 3A). En los
ostiones sometidos a estrés hipoosmético (10 ups) la hemolinfa alcanzé el punto isotdnico con
respecto al agua del medio a las 48 horas de exposicidon, con una presidon osmadtica promedio de
371 = 3.53 mOsm/kg (Fig. 2A). La hemolinfa en ostiones sometidos a estrés hiperosmético (50 ups)
tardo seis horas de exposicidon en alcanzar el punto isotdnico, con una presién osmética promedio

de 1364 + 1.19 mOsm/kg (Fig. 3B).
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Figura 3.Presion osmética (mOsm/kg) en la hemolinfa de ostiones sometidos a estrés hipoosmético (A) e
hiperosmoético (B) durante 48 horas. Los valores son medias + e.e y fueron analizados por ANOVA de una via
y una prueba a posteriori de comparacién multiples de Tukey para establecer las diferencias significativas.

Las medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).
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8.3. Humedad

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en el porcentaje de humedad del
manto entre salinidades (10, 35 y 50 ups), tiempo de exposicidén (1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 h) e
interaccion entre salinidad y tiempo (Fig. 4A). En el estrés hipoosmatico (10 ups), la humedad del
manto aumentd paulatinamente a lo largo de 48 horas de74.3 + 2.6 % a 80.9+ 3.1 %, siendo este
ultimo valor similar a la media (79.1 + 1.4 %) encontrada para la salinidad control (35 ups). A las 2
horas de exposicion a estrés hiperosmético (50 ups), la humedad aumenté significativamente
(81.3 + 0.8%), para luego disminuir (69.7+ 3.3 % a 66.8 + 1.9 %) tras 12 horas de exposicion,
posteriormente aumentd a 73.5 + 3.0 % a las 24 horas, alcanzando un valor similar al obtenido con

los organismos del tratamiento control (76.3 + 1.1 %).

El contenido de humedad en el musculo fue significativamente diferente (P < 0.05) entre
salinidades (10, 35 y 50 ups), asi como en la interaccién entre salinidad y tiempo de exposicion
(Fig. 4B). En ostiones sometidos a estrés hipoosmotico (10 ups) la humedad del musculo aumenté
paulatinamente de 76.7 + 0.8 % a 85.0 + 0.8 % después de 48 horas de exposicidn, siendo este
valor estadisticamente mayor al encontrado en el control (76.6 + 0.4 %). Después de 12 horas de
exposicion a estrés hiperosmotico (50 ups) la humedad en el musculo decrecié del 77.3+ 1.1 % a

73.1 £0.6 %, para aumentar a 77+ 2.5 % a las 48 horas de exposicion.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en la humedad de las branquias entre
salinidades (10, 35 y 50 ups) y tiempo de exposicién, mas no en la interaccién entre salinidad y
tiempo (P = 0.917) (Fig. 4C). En el estrés hipoosmético (10 ups) la humedad oscilé entre el 77.9 +
2.1 %y 85.2 £2.1 %, mientras que en el estrés hiperosmatico (50 ups) la humedad varié entre 77.7

1.2y 80.8+ 1.6 %.
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Figura 4. Humedad (%) en manto (A), musculo (B) y branquias (C) en ostiones sometidos a estrés hipo- ,
hiperosmatico y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias * e.e.
Ver Tabla 2 para analisis estadistico.
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8.4. Proteinas totales en tejidos

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de proteinas totales en
manto entre salinidades (P = 0.892), tiempo de exposicion (P = 0.367) e interaccion entre salinidad
y tiempo (P = 0.545) (Fig. 5A). Sin embargo, en el estrés hipoosmético (10 ups) la concentracion de
proteinas tendié a disminuir de 152.3 + 15.2 a 115.0 + 17.6 mg/g en las primeras 3 horas de
exposicion, mientras que entre las 6 y 48 horas se mantuvo entre 121.0 + 28.0 y 82.2+ 31.6 mg/g.
En el estrés hiperosmotico (50 ups) se observé una tendencia similar, en la cual la concentraciéon
de proteinas disminuyd en las primeras 6 horas de 182.2 + 43.3 a 92.7 + 14.2 mg/g, para bajar

hasta 69.2 + 17.5 mg/ g a las 48 horas.

La concentracion de proteinas totales en musculo no presento diferencias
estadisticamente significativas entre salinidades (P = 0.181), tiempo de exposicién (P = 0.118) e
interaccion entre salinidad y tiempo (P = 0.177) (fig. 5B). Aunque no hay diferencias significativas,
en la primeras dos horas de exposicion a estrés hipoosmotico (10 ups) la concentracién de
proteinas disminuy6 de 201.6 + 4.3 a 119.9 + 19.6 mg/g, para después aumentar paulatinamente
hasta los 178.2 + 24.8 mg/g a las 48 horas. Mientras que en los ostiones expuestos a estrés
hiperosmatico (50 ups) la concentracidn de proteinas totales disminuyé en las primeras tres horas

de 205.8 £31.9 2 135 £ 15.8 mg/ g, para después oscilar entre los 163.7 £ 6.3y 255.1 £ 46.7 mg/g.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteinas totales en las
branquias en relacion a la salinidad (P = 0.833), tiempo de exposicion (P =0.142) e interaccion
entre salinidad y tiempo (P =0.292) (Fig. 5C). Independientemente de la salinidad y el tiempo de

exposicion, la concentracidn de proteinas totales oscild entre los 73.9 + 8.0 y 136.5 * 24.3 mg/g.
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Figura 5. Proteinas totales (mg/g) en manto (A), musculo (B) y branquias (C) en ostiones sometidos a estrés
hipo- , hiperosmético y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias
+ e.e. Ver figura 3 para andlisis estadistico.
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8.5. Variables metabdlicas del plasma

8.5.1. Proteinas totales

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de proteinas totales en
plasma entre salinidades (P = 0.920), tiempo de exposicidén (P = 0.851), ni en la interaccién entre
salinidad y tiempo (P = 0.497) (Tabla 3.). Independientemente de la salinidad y el tiempo de

exposicion, esta se encontré entre los 0.85+ 0.10y 0.57 £ 0.11 mg/ml.

8.5.2. Hemocianina

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de hemocianina en plasma
entre salinidades (P =0.001), tiempo de exposicion (P = 0.000) e interaccion entre salinidad y
tiempo (P = 0.000) (Fig. 6 y 7). Encontrandose la maxima concentracion de hemocianina en la
primera hora de exposicion a la salinidad de 10 ups (1.26 £ 0.33 mg/ml); mientras que la
concentracién mas baja se encontré en la salinidad de 50 ups a las tres horas de exposicién (0.16 +
0.04 mg/ml). Independientemente del tiempo de exposicion la concentracion promedio de
hemocianina fue mayor en los organismos expuestos a estrés hipoosmatico (0.41 + 0.07 mg/ml),
seguidos del control (0.32 + 0.04 mg/ml) y el tratamiento hiperosmatico (0.23 £ 0.02 mg/ml) (Fig.

7).

Tabla 3. Proteinas totales (mg/ml) en plasma de ostiones sometidos a estrés hipo- , hiperosmatico
y control (10, 50 y 35 ups respectivamente).

Tiempo (horas)

Salinidad (ups) 1 2 3 6 12 24 48
10 0.57+0.11 0.69+0.11 0.64 £0.03 0.77 £0.06 0.63+£0.04 0.84+£0.13 0.77 £0.11
35 0.76 £0.10 0.62 £0.06 0.73£0.07 0.64 £0.04 0.75+£0.02 0.71+£0.11 0.63 £0.02
50 0.85+0.10 0.65 +£0.08 0.67 £0.003 0.69 £0.05 0.69 £0.05 0.70+£0.12 0.72 £0.07

Los valores son medias * e.e, ver figura 2 para analisis estadisticos.



27

1.60 ~ _-ﬁ_ 10 ups —&— 35 ups —-&-— 50 ups
) a
E 1.28 - A SalinidaRi< 0.01
> . TiempB < 0.001
£ J\ S x TP < 0.001
< 0.96 - \
c A bc
£ b \
g 0.64 - & \ '|' cd
o 1 3
5 o032 ¢ - .

’ " —— /'>“ " - = = -

B T TR d e

OOO | | | | | |

1 2 3 6 12 24
Tiempo (h)

Figura 6. Concentracién de hemocianina en plasma (mg/ml) de ostiones sometidos a estrés hipo- e
hiperosmético y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias + e.e.

Ver figura 3 para analisis estadistico.
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Figura 7. Concentracién de Hemocianina en plasma (medias globales, mg/ml) de ostiones sometidos a estrés
hipo- e hiperosmatico y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias

+ e.e. Ver figura 3 para andlisis estadistico.
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8.5.6. Glucosa
Se observaron diferencias significativas en la concentracion de glucosa en plasma entre
salinidades (P = 0.016), mas no en el tiempo de exposicion (P = 0.152) ni en la interaccidn entre

salinidad y tiempo (P = 0.153) (Fig. 8 y 9).

En el estrés hipoosmatico (10 ups) la concentracidn de glucosa aumenté ligeramente entre
la primera y la segunda hora de exposicién, de 1.19 + 0.32 a 2.58 + 0.74 mg/d|, para después
disminuir y mantenerse relativamente constante en el tiempo, con concentraciones entre 1.71y

1.18 mg/dl.

La concentracién de glucosa aumentd paulatinamente de 1.52 + 0.27 a 4.72 + 0.80 mg/d|
entre la segunda y la doceava hora de exposicion a estrés hiperosmético (50 ups), para después
descender gradualmente hasta un valor de 1.85 + 0.26 mg/d| a las 48 horas. La concentracion de
glucosa también varié en el control, aumentando gradualmente de 1.82 +0.21 a 3.168 + 1.21 mg/
dl entre la segunda y sexta hora, para posteriormente descender hasta un valor de 0.91 + 0.17

mg/dl.
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Figura 8. Concentracidn de glucosa en plasma (mg/dl) de ostiones sometidos a estrés hipo- e hiperosmético
y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias + e.e. Ver figura 3
para analisis estadistico.
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Figura 9.Concentracioén de glucosa en plasma (medias globales, mg/dl) de ostiones sometidos a estrés hipo-
e hiperosmético y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son medias +
e.e. Ver figura 3 para analisis estadistico.



30

8.6. Variables inmunoldgicas

8.6.1. Numero total y diferencial de hemocitos

Se encontraron diferencias significativas en la concentracién total de hemocitos (THC)
entre las diferentes salinidades (P = 0.026), mas no en el tiempo de exposicion (P = 0.468) ni en la
interaccion entre salinidad y tiempo (P = 0.401) (Fig. 10A). Independientemente del tiempo la
salinidad control presento el valor promedio mas alto con 1.71 x 10% 0.17 células/ml, mientras
que en el estrés hiperosmético se observé la concentracién promedio mas baja (1.20 x 10°+ 0.10

células/ ml).

La poblacién de hialinocitos se comporté de forma muy similar a los hemocitos totales,
donde se observaron diferencias significativas entre salinidades (P = 0.031), mas no en el tiempo
de exposicion (P = 0.374) ni en la interaccidn entre salinidad y tiempo (P = 0.449) (Fig. 10B). La
concentracién menor de hialinocitos se observd en ostiones sometidos a estrés hiperosmaotico con
un valor promedio de 1.07 x 10°+ 0.10 células/ml, mientras que el tratamiento control presenté la

concentracién promedio mas alta de 1.57 x 10°+ 0.16 células/ ml.

Se observaron diferencias significativas en la concentracion de granulocitos entre
salinidades (P = 0.040), mas no en el tiempo de exposicidon (P = 0.369) ni en la interaccidén entre
salinidad y tiempo (P = 0.235)(Fig. 10C). En ostiones sometidos a condiciones hipoosméticas la
poblacién de granulocitos fue mayor que la observada en el estrés hiperosmético y en el control,
con un valor promedio de 142 x 10°*+ 8.90 células/ml. La menor concentracidn de granulocitos se
observé en ostiones sometidos a estrés hiperosmético con una media global de 112 x 10° + 9.11

células/ml.
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8.6.2. Viabilidad de hemocitos

La mortalidad de hemocitos en el experimento se mantuvo entre 0.59 + 0.12 y 0.43 + 0.07
% (Tabla 4) sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre las tres salinidades (P

= 0.7461).

Tabla 4.Mortalidad de hemocitos (%) en ostiones sometidos a estrés hipo-, hiperosmatico y
control (10, 50 y 35 ups respectivamente).

Salinidad (ups)

10 35 50 P
Mortalidad (%) 0.50+£0.07 0.43 +£0.07 0.59+0.12 0.746

Los valores son medias * e.e. Ver Tabla 2 para andlisis estadistico
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Figura 10. Hemocitos totales (células/ml) (A), Hialinocitos (B) y Granulocitos (C) de ostiones sometidos a
estrés hipo- e hiperosmatico y control (10, 50 y 35 ups respectivamente), durante 48 horas. Los valores son

medias + e.e. Ver figura 3 para analisis estadistico.
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VIII. Discusidn

La exposicion del ostion C. corteziensis a condiciones hipo- e hiperosmoéticas, afectd de
manera significativa la presién osmética, el contenido de humedad en tejidos, algunas variables

metabdlicas, asi como inmunolégicas.

El ajuste de la presidn osmdtica de la hemolinfa en relacién a la salinidad a que fueron
expuestos, demuestra que C. corteziensis es osmoconformador como la gran mayoria de los
moluscos bivalvos (Shumway, 1977). La tasa de cambio en la presién osmoética de los ostiones
sometidos a estrés hipoosmdtico fue de 10 mOsm/hr durante las primeras 3 hrs, para luego
disminuir un poco a las 6 hrs. e incrementarse paulatinamente a partir de las 12 hrs. y alcanzar una
tasa maxima de 13 mOsm/hr a las 48 hrs. En contraste, la tasa de cambio de la presién osmotica
de los ostiones sometidos a estrés hiperosmdtico mostréd un patrdn inverso, incrementandose
rapidamente (44 mOsm/hr) durante las primeras 6 hrs., para luego disminuir (7 mOsm/hr) a las 48
hrs. hasta alcanzar el punto isosmético. Es importante resaltar que el punto isotdnico fue
alcanzado en menor tiempo en la salinidad de 50 ups (6 horas) que en la de 10 ups (48 horas). Una
respuesta similar fue observada en el mejillén Mitylus edulis, el cual tardd 24 horas en alcanzar el
punto isoténico al someterlo a estrés hipoosmético, mientras que sélo tres horas a estrés
hiperosmatico (Gainey, 1987). Por el contrario, en C. gigas el ajuste de la presidn osmdtica ocurre
al mismo tiempo de manera independiente a las condiciones de estrés salino (hipo- e

hiperosmatico) a las que son sometidos los ostiones (Hosoi et al. 2003).

Fisiolégicamente, las diferencias entre los tiempos del ajuste de la presion osmdtica
pudieran explicarse al menos de dos maneras. La primera, pudiera estar relacionada con la
capacidad en el ajuste de la permeabilidad de los tejidos tras someter a los organismos a estrés

hipo- e hiperosmatico, puesto que se ha demostrado en bivalvos marinos osmoconformadores,
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qgue durante las primeras horas del estrés osmotico se reduce la permeabilidad de los tejidos al
agua y iones, disminuyendo la ganancia o pérdida de los mismos, permitiendo con ello un mayor
tiempo para el ajuste de la presién osmatica (Deaton, 2009). La segunda posibilidad pudiera estar
relacionada con el efecto del estrés osmodtico en las tasas de filtracién, puesto que se ha
demostrado que las tasas de bombeo de las branquias y la actividad ciliar del epitelio branquial
disminuyen en el ostién C. virginica y C. gigas sometidos a salinidades de 10 ups (Galtsoff, 1964) y

por arriba de 56 ups (Hopkins, 1936), respectivamente.

Adicionalmente, la diferencia en la respuesta para alcanzar el punto isoténico entre el
estrés hipo- e hiperosmdtico pudiera también estar relacionado con el habitat y la salinidad a la
gue regularmente son expuestos los organismos. En general, los moluscos bivalvos habitan en la
zona costera intermareal, estuarios y lagunas, donde por lo regular la salinidad disminuye por los
escurrimientos de los rios y la estacionalidad de las lluvias. Y aunque el calentamiento global
pudiera incrementar las tasas de evaporacion del agua incrementando la salinidad de los océanos
(Matozzo y Marin, 2011), es poco probable que se alcancen salinidades tan altas como las
experimentadas en este trabajo. Por lo tanto, es de esperarse que los organismos reaccionen
ajustando su presién osmoética mas rapido con el incremento, que con la disminucién de la

salinidad (Fig. 3); esto para evitar la deshidratacion de los tejidos, respectivamente.

El ajuste de la presidon de osmoética, conllevé modificaciones en la humedad de los tejidos,
encontrandose mayores variaciones en el manto y musculo que en las branquias (Fig. 4). Quiza
esto se deba tanto a la funcién, asi como a la extensidn y ubicacién de cada dérgano, puesto que el
manto es el érgano mas grande en los bivalvos al recubrir por completo al animal; mientras que las
branquias es el drgano de alimentacion y respiracion que se encuentra mas expuesto al medio

externo, por lo que se espera que sean muy rapidos los cambios; contrario a lo que sucede con el
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musculo, que se encuentra mas hacia la parte media de la masa visceral de los ostiones (Galtsoff,

1964).

Adicional a las diferencias que se observaron entre drganos, los ajustes del porcentaje de
humedad fueron diferentes entre el estrés hipo- e hiperosmoético a lo largo del tiempo de
exposicidon. Lo cual demuestra que los ajustes de la presién osmodtica y humedad es diferencial
entre tejidos y condicidn de estrés salino. Esto fue evidente en las variaciones del contenido de
humedad del manto en el estrés hipoosmético, las cuales incrementaron paulatina- vy
significativamente hasta las 48 horas de exposicion; mientras que en el estrés hiperosmético, las
variaciones fueron mas abruptas y rdpidas, primero incrementandose a las 2 h, para disminuir
significativamente a las 6 h y luego alcanzar valores similares a los iniciales tras 24 h de exposicién.
En el musculo se observan variaciones similares a las encontradas en el manto; mientras que en

branquias fueron similares pero mas sutiles (Fig. 4).

En contraste, en el ostidon C. gigas la regulacidén del volumen celular fue mas rapida en el
estrés hipoosmotico, con una marcada hiper hidratacién a las 8 horas de exposicién y posterior
recuperacion entre las 24 y 72 horas; mientras que en el estrés hiperosmadtico se observéd
deshidratacién después de 8 horas, sin recuperacion hidrica significativa al menos en las primeras
72 horas (Hosoi et al. 2003). Estos resultados difieren de los encontrados en el presente estudio, el
cual demuestran que C. corteziensis tiene mayor capacidad que C. gigas para aclimatarse a los

cambios bruscos de salinidad, particularmente en condiciones hiperosméticas.

En diversas especies de moluscos bivalvos se ha reportado que la regulacién del balance
hidrico o volumen celular durante estrés osmético crénico estad directamente relacionado con la
concentracién de osmolitos organicos, principalmente aminoacidos libres (Deaton et al. 1985;

Matsushima et al. 1987; Matsushima y Hayashi, 1988; Hawkins y Hilbish. 1992). Se ha observado
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qgue con el incremento de la presion osmotica (estrés hiperosmotico), la concentracién de
aminodcidos libres aumenta en las células, para que el citoplasma tenga la misma presidn
osmética que los fluidos extracelulares, manteniéndose con esto el volumen celular y un balance
hidrico- idnico adecuado. Por el contrario, al disminuir la presién osmética (estrés hipoosmaotico),
disminuye la concentracion de aminodacidos libres intracelulares, los cuales son vertidos en Ia
hemolinfa para su aprovechamiento probablemente como energia o en la sintesis de otras
proteinas plasmaticas. El transporte de aminodacidos esta regulado por la concentracidon de iones
inorganicos, principalmente Ca®"; asi durante el influjo de calcio a través canales especificos en la
membrana en conjunto con una proteina reguladora presente en la célula llamada calmodulina
forman un complejo que activa una proteina quinasa (enzima) que a su vez provee de energia
(fosforilacién)a canales no selectivos de aminoacidos (Deaton, 2009) o proteinas transportadoras
especificas de aminodcidos, como los que han sido descritos para la taurina en el ostién C. gigas al
someterlo a estrés hipo-e hiperosmdtico (Hosoi et al. 2007) y en el mejillon
Mytilusgalloprovincialis, tras someterlo a estrés hipoosmético (Toyohara et al. 2005). Son pocos
los aminoacidos (alanina, glicina, prolina, glutamato y taurina) que participan en el proceso de
regulacion idnica en bivalvos sometidos a estrés osmdtico; sin embargo, la taurina es el principal,
contabilizando el 80% del total de los osmolitos organicos que participan durante la regulacién

idnica en el ostién C. gigas (Hosoi et al. 2003).

La glucosa presente en el plasma es la fuente primaria de energia en la mayoria de los
animales, es por esto que la variacién en este parametro puede ser tomada como un indicador de
la demanda energética (Barros et al. 2001; Hoseini y Hosseini, 2010; Jalali et al. 2010).Dado que la
regulacion de aminoacidos es activa (trasportadores), es probable que su regulacion y el estrés
osmotico en general haya sido mayor durante el estrés hiperosmadtico que en el hipoosmaético,

puesto que la concentracién de glucosa en plasma fue mayor en el estrés hiperosmadtico con
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respecto al hipoosmoético (Fig. 9). En estudios previos con el crustaceo Chasmangnathus granulata
se reportd que los niveles de glucosa en plasma aumentan a través del tiempo tanto en estrés
hipo- como hiperosmético (0 y 40 ups respectivamente) (Nery y Santos, 1993). En contraste, en el
camardén Crangon crangon se encontraron resultados similares a los nuestros, ya que la
concentracién de glucosa se correlaciond positivamente con los cambios de salinidad (Spargaren y
Hafner, 1987). Asimismo, aunque las diferencias en la concentracion de glucosa en este trabajo
pudieran estar ligadas el estrés osmético, no se descarta la posibilidad de que estas se deban

también al periodo de inanicién en el que permanecieron los organismos durante el experimento.

Algunos autores han sugerido que a través de la sintesis e hidrdlisis de proteinas en
diversos érganos (p. ej. manto, musculo y glandula digestiva) de los moluscos bivalvos logran
variar la concentraciéon de aminoacidos libres en respuesta a los cambios de presion osmética
(Deaton, 1984; Deaton, 1987; Hawkins y Hilbish, 1992). En crustdceos decdpodos (Cancer pagurus,
Homarus gamarus, Carcinus maens, Chasmagnatus granulata) se ha observado la disminucion de
proteinas totales en tejidos tras la exposicién a bajas salinidades (Torres et al. 2002). Sin embargo,
en el presente estudio no se observaron diferencias significativas en la concentracién de proteinas
totales en tejidos (i.e. manto, musculo y branquias, Fig. 5)ni en plasma (Tabla 3) de los ostiones
sometidos a estrés hipo- e hiperosmotico a lo largo de 48 h. Probablemente, al analizar las
muestras pendientes de aminoacidos se pueda inferir el drgano o tejido de donde se utilizaron las
proteinas para la regulacion osmoética. La falta de un efecto directo sobre las proteinas totales en
tejidos y plasma, quizd pueda deberse a las diferencias en la condicién fisioldgica de los ostiones
utilizados en el experimento, asi como a las condiciones de inanicién a la que fueron sometidos
por 24 h previo a los cambios de salinidad. Asimismo, como a la gran diversidad de proteinas que
se encuentran en los tejidos y que eventualmente pueden movilizarse en el plasma a través del

sistema circulatorio de los ostiones.
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La hemocianina es una proteina extracelular de gran tamafio que se encuentra en la
hemolinfa de artrépodos y moluscos, la cual es responsable del transporte de oxigeno. En ambos
filos, el sitio de fijacidon del oxigeno involucra un par de atomos de cobre, los cuales estdn en la
forma Cu | cuando estan desoxigenados, pero se transforman en Cu Il cuando se une con dtomos
de oxigeno, otorgdndole a la hemocianina el caracteristico color azul-verdoso. Estudios mas o
menos recientes han demostrado que la hemocianina puede servir como fuente de péptidos
antimicrobianos, ademas de que esta proteina puede activarse y transformarse en fenoloxidasa,
enzima encargada de la melanizacidén, mecanismo clave en el inicio de la respuesta inmune en

invertebrados (Decker y Jaenicke, 2004).

La cantidad de hemocianina en el presente estudio fluctué entre un 33 y un 40% de las
proteinas totales contenidas en el plasma. La variacidn en la concentracién de hemocianina no se
debid a un efecto de dilucidn o concentracidén por cambios en el volumen extracelular de agua con
el cambio de salinidad, puesto que se observd el efecto contrario; es decir, la concentracion de
hemocianina aumentd en el estrés hipoosmético y disminuyd en el hiperosmdtico, ambos en
relacién a los organismos sometidos a la salinidad control (Fig. 7). Este efecto fue particularmente
notable durante la primera hora de exposicidon, para luego recuperarse en las siguientes horas
(Fig.6). Se ha demostrado en crustaceos que el aumento de la afinidad de la hemocianina por el
oxigeno estd directamente relacionado con el incremento de la concentracién de algunos iones
como el Ca**, Mg"" y ClI'(Mangun, 1986; Bridges, 2001); por lo tanto, es probable que el aumento
de la sintesis de hemocianina se deba a una disminucién de la afinidad por el oxigeno durante el
estrés hipoosmatico, tras la disminucién de la salinidad, incluyendo los iones arriba mencionados.
Adicionalmente, los aminoacidos libres que se hidrolizan a partir de las proteinas durante el estrés
hipoosmético, pudieran ser incorporados para la sintesis de hemocianina, incrementando su

concentracién; tal y como se ha descrito en el cangrejo Carcinus means sometido a estrés
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hipoosmético (Boone y Schoffeniels, 1979). Por el contrario, la disminucién de la hemocianina en
el estrés hiperosmdtico pudiera deberse a una hidrdlisis de la misma a aminoacidos libres para
incrementar la presiéon osmética celular con el incremento de la presién osmética del medio

externo.

En trabajos previos se ha descrito que los cambios en la salinidad pueden tener efectos en
las células circulantes o hemocitos en la hemolinfa. Asi se ha descrito que la concentracién de
hemocitos en la almeja R. philippinarum esta relacionada con los cambios estacionales de la
salinidad (Flye-Saint-Marie et al. 2009). Mientras que esta afecta de manera indirecta la
susceptibilidad de los bivalvos a enfermedades infecciosas, incrementando con ello el nimero de
granulocitos (Hauton et al. 2000). Por otro lado, se ha demostrado en la almeja R. philippinarum
(Reid et al. 2003) y en el mejillon M. galloprovincialis (Malagoli et al. 2007), que el nimero de
hemocitos circulantes incrementé con el aumento de la salinidad. En contraste, en el presente
trabajo, se observd que tanto el THC, como la concentracidon de hemocitos hialinos y granulares
disminuyeron en el estrés hipo- e hiperosmdtico, aunque sélo la concentracidon de granulares de
manera significativa (Fig. 10). Esto concuerda con los resultados observados en la almeja
Chamelea gallina, en la cual el nimero total de hemocitos disminuyd significativamente con el

incremento de la salinidad (Matozzo et al. 2007a).

Por otro lado, se ha descrito que la variacién de la salinidad tiene efectos negativos en la
viabilidad de los hemocitos, incrementando su mortalidad con la disminucion de la salinidad (O a
6.5 ups) en un experimento in vitro en el ostidn C. gigas (Gagnaire et al. 2006). En contraste, en el
presente trabajo no se observd en efecto en los hemocitos de C. corteziensis en relacion al estrés

hipo- e hiperosmoético. Sin embargo, a pesar de esto, si tuvo en efecto en la concentracion de
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hemocitos, particularmente en el estrés hiperosmotico, lo cual podria aumentar la susceptibilidad

a patdgenos en esta especie de ostion durante el incremento de la salinidad.

IX. Conclusiones

e El ostidn Crassostrea corteziensis es osmoconformador, puesto que su presién osmética se
ajustd a la del medio externo, aunque logrd el punto isotdnico mas rapido en el estrés
hiperosmodtico que en el hipoosmotico. Esto puede ser atribuido a diferencias en Ia
permeabilidad de sus tejidos, a adaptaciones fisioldgicas (i.e. tasas de bombeo, movilidad
de cilios branquiales, etc.) o ambientales (i.e. frecuencia e intensidad de los cambios en la
salinidad).

e El ajuste del volumen celular(humedad) fue mas evidente en el manto y musculo que en
las branquias. Es probable en ésta ultima ocurra rapidamente al estar mas expuestas que
en los otros organos y tejidos.

e No se pudo determinar a través de la concentracidon de proteinas totales, la movilizacién
de aminoacidos de los tejidos para la regulacién osmética.

e La cantidad de hemocianina en el presente estudio fluctué entre un 33 y un 40% de las
proteinas totales contenidas en el plasma. El incremento de la concentracién de
hemocianina en el estrés hipoosmotico quiza se debié a una disminucion de la afinidad
por el oxigeno, asi como una mayor sintesis de la misma al incorporar los aminodcidos
movilizados durante la disminucién de la presién osmotica celular. Por el contrario, la
disminucion de la hemocianina en el estrés hiperosmotico pudiera deberse a una hidrdlisis
de la misma a aminoacidos libres para incrementar la presion osmética celular con el

incremento de la presién osmética del medio externo.
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Las variaciones en la concentracién de glucosa en plasma sugieren que la regulacién idnica
e hidrica, y el estrés osmdtico en general, fue mayor durante el estrés hiperosmdtico que
en el hipoosmético.

Los cambios de salinidad no afectaron la viabilidad de los hemocitos, pero si su
concentracidn total y diferencial (i.e. hialinos y granulares), particularmente en el estrés
hiperosmatico. Esto podria aumentar la susceptibilidad a patdgenos en esta especie de

ostion.
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