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Resumen

La medicion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable
de descomponer el neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, se
utiliza como biomarcador en diversas especies animales. La inhibicién de esta
enzima esta relacionada con la presencia de compuestos como
organofosforados y carbamatos, asi como metales pesados e hidrocarburos
policiclicos. En este estudio, se evalué el efecto de los cambios en temperatura
y salinidad sobre la actividad de acetilcolinesterasa en el bivalvo Donax
trunculus.

Tras la recoleccion y analisis control de individuos, estos fueron llevados al
laboratorio, que, tras periodos de aclimatacién, fueron expuestos a 9 condiciones
diferentes de temperatura-salinidad. Los resultados concretaron la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los organismos de control y los
expuestos a algunas condiciones de temperatura-salinidad. Obteniendo a
temperatura 12 °C con rango de salinidad 27-28 y 37-38 valores bajos de
actividad AChE.

Palabras clave: tellina, coquina, bivalvo, bioindicador, mediterraneo.



Abstract

Measuring the activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE), which is
responsible for breaking down the neurotransmitter acetylcholine in cholinergic
synapses, is used as a biomarker in various animal species. The inhibition of this
enzyme is related to the presence of compounds such as organophosphates and
carbamates, as well as heavy metals and polycyclic hydrocarbons. In this study,
the effect of changes in temperature and salinity on acetylcholinesterase activity
in the bivalve Donax trunculus was evaluated. After the collection and control
analysis of individuals, they were taken to the laboratory, which, after periods of
acclimatization, were exposed to 9 different temperature-salinity conditions. The
results specified the existence of statistically significant differences between the
control organisms and those exposed to temperature-salinity conditions. At a
temperature of 12 °C with a salinity range of 27-28 and 37-38 low values of AChE

activity, was obtained.

Key words: tellina, coquina, bivalve, bioindicator, mediterranean.
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1. INTRODUCCION

1.1. ECOLOGIA DE LA ESPECIE

En las zonas de rompiente de las playas arenosas del mundo, se encuentran
diversas especies de almejas siendo el género Donax el mas representativo de
ellos (McLachlan & Defeo, 2018). Dentro del mismo género, es a la especie
Donax trunculus Linnaeus, 1758 coloquialmente conocida como tellina, la que se
le considera la especie mas caracteristica de este tipo de playas en las costas

europeas (McLachlan & Defeo, 2018).

D. trunculus es considerado un bivalvo colonizador de playas de arena fina de la
zona submareal superior (Tlili & Mouneyrac, 2019; Ansell & Lagardére, 1980)
cuya distribucion se extiende a lo largo de las Costas Atlanticas y Mediterraneas
Francesas, la Peninsula Ibérica y el Norte de Africa (Ibrahim et al. 2015). En el
Mediterraneo estos organismos pueden encontrarse hasta los 4 metros, aunque
suelen distribuirse preferentemente entre los 0 y 2 metros de profundidad
(Ramoén et al. 1995; Gaspar et al. 2002) y entre los 0 y 6 metros en la Costa
Atlantica (Gaspar et al. 2002).

Su capacidad para residir y colonizar estos entornos altamente energéticos se
debe a su capacidad para enterrarse en el sedimento (Ramoén, 1993; Gaspar
etal. 1999). Su eficacia en los procesos de excavacion y enterramiento, se
deben al disefio de su concha, que le permite una facil penetraciéon en el
sedimento (Ramon et al. 1995). Al igual que otros bivalvos endobentdnicos, es
un importante bioturbador, ya que durante estos procesos resuspende particulas

finas de la arena en la columna de agua (Tlili & Mouneyrac, 2019).

Presenta una morfologia con una concha de forma triangular o cuneiforme, de
borde interno dentado y con escultura lisa (Arduino, 1995), sus valvas presentan
desigualdad, con finas bandas concéntricas y radiales (Riedl, 1986). Presenta
tonalidades de color blanco, con bandas radiales irregulares, violeta pardo;
periostraco amarillento; de parte interna blanca a violeta (llustracion 1) (Ried|,
1986).
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llustracién 1. Especimenes y morfologia del organismo Donax trunculus. Fuente: Arias, 2002. [Fotografia e

llustracion].

En cuanto a su distribucion en el medio, la especie presenta una segregacion
intraespecifica entre individuos juveniles y adultos, donde los juveniles son
encontrados en zonas mas someras mientras que los adultos son encontrados
en zonas mas profundas tanto en el Mar Mediterraneo (Manca et al. 2002) como
en la Costa Atlantica (Gaspar et al. 2002). Posibles explicaciones para estas
variaciones de distribucion se basan en estrategias para evitar la competencia
intraespecifica (Ansell & Lagardere, 1980), asi como la influencia de la
hidrodinamica y las corrientes en el desplazamiento de larvas hacia areas mas
someras (Gaspar et al. 2002), como también a una mayor disponibilidad de
alimento y mayor tolerancia a disminuciones de salinidad para especimenes

juveniles en estas areas mas someras (Scheltema, 1971).

Su ciclo gametogénico ha presentado diferencias en el Mediterraneo,
dependiendo de las ubicaciones de estudios e investigaciones previas (Tlili &
Mouneyrac, 2019). En Camargue, Francia la especie desova entre los meses de

abril a septiembre con dos periodos de liberacién de gametos (Bodoy & Massé,



1979). En Costas Argelinas el desove se realiza en verano (Mouéza & Frenkiel-
Renault, 1973). Mientras que, en el sur de Portugal, el Golfo de Tunez y la Costa
Atlantica Marroqui, el periodo de desove se extiende desde marzo a agosto
(Bayed, 1998).

1.2. SITUACION DE LA PESCA EN EL GOLFO DE VALENCIA

Las pesquerias de bivalvos juegan un papel importante en el bienestar social,
econdomico y cultural de muchas comunidades costeras (Gaspar, 2012) siendo
un componente significativo de la produccién pesquera mundial (Reyes-Martinez
et al. 2020).

Dentro de estas pesquerias, la familia Donacidae se considera importante tanto
en la pesca artesanal como a pequefia escala (da Costa, 2012), teniendo la
especie D. frunculus una alta importancia comercial en la cuenca del
Mediterraneo (Delgado et al. 2017) principalmente en paises como Espana,
Portugal, Francia e ltalia (da Costa, 2012). Su alto potencial reproductivo
causado por el pequefio tamafio en el que alcanza la madurez sexual y su
capacidad para desovar entre decenas de miles y millones de oocitos (Ramén,
1993; Tirado & Salas, 1998) asi como la tendencia de estas almejas a formar
agregados de altas densidades y ser recolectadas de manera facil y econdémica
(Castilla & Defeo, 2001) son algunas de las caracteristicas que hacen tan viable

su aprovechamiento.

En el Golfo de Valencia, D. trunculus ha sido siempre una especie objetivo debido
a su valor comercial. En las ultimas dos décadas su pesca ha sido, en mayoria,
limitada a las flotas pesqueras de Cullera y Gandia (Escriva et al. 2021). Entre
los afos 2004 y 2008, la captura de especimenes en Gandia representaba el
40% del total de capturas del Mediterraneo Espanol; pero a partir del afno 2009
las mismas bajaron hasta un 30%, llegando en el afio 2014 al 2% de capturas

totales (Escriva et al. 2021).

La falta de planes de gestion para controlar la presion pesquera contribuy6 a una
disminucion de capturas (Escriva et al. 2021). La sobreexplotacion y gestion

inadecuada de las poblaciones llevaron al colapso de la especie en 2015 y tras
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el cierre de la pesqueria de la zona para aliviar la presidn e intentar recuperar la

poblacion, no se produjo el aumento esperado de la misma.

El cierre de pesquerias durante periodos de reproduccion o reclutamiento ha sido
una estrategia utilizada con anterioridad en Espana y Portugal para evitar
comprometer el potencial de reproduccion de D. frunculus (Lart et al., 2003;
Baeta et al. 2018; Orden de la Comunidad de Andalucia de Febrero 22, 2018).
En este caso se estim6 que tras el cierre de la pesqueria se produciria una
recuperacion de la especie, aunque estudios realizados tras afios del cierre de
la misma, han demostrado que no se ha producido un crecimiento de su

poblacién (Escriva et al. 2021).

Los resultados actuales, demuestran que los cierres de pesquerias no son
siempre efectivos a la hora de incrementar la biomasa comercial, ya que también
pueden afectar otras variables como patologias, presencia de contaminantes,
cambio climatico o el aumento de tasas de depredacion (Baeta et al. 2018).
Debido a esto, estudios sobre la influencia de variables medioambientales
relacionadas con el cambio climatico sobre la especie, como la temperatura y
salinidad, podrian explicar que no se produzca el crecimiento esperado sobre la

misma.

1.3. BIBOMARCADORES

Un biomarcador es definido como una variacién bio-quimica, celular, fisiolégica
o0 conductual, la cual puede ser medida en el tejido o muestras de fluidos
corporales, o a niveles de un organismo completo, que provee evidencia y/o

efectos, de uno o mas contaminantes (Depledge & Fossi, 1994).

El uso de bivalvos en diversos estudios de biomarcadores o contaminantes se
debe a las caracteristicas que poseen las especies pertenecientes a esta clase;
como presentar una amplia distribucién geografica, su movilidad reducida o
comportamiento sésil, que les permite reflejar las condiciones locales de su
habitat (Waykar & Deshmukh, 2012). Ademas de permitir ser manejados tanto

en condiciones de laboratorio como en campo, asi como en biomonitoreo activo



y/o pasivo (Oehlmann & Schulte-Oehlmann, 2003). Definiendo biomonitoreo,
segun Rosenberg (1998), como el uso sistematico de organismos vivos o de sus

respuestas para determinar el estado o los cambios en el medio ambiente.

Como fue mencionado con anterioridad, D. trunculus es una de las especies
bivalvo mas importantes de la fauna macrobentdnica de zonas someras en las
playas arenosas (Ramoén et al. 1995; Gaspar et al. 2002). Debido a esto, ha sido
utilizado como un bioindicador en multitud de estudios para evaluar toxicidad de
una amplia gama de contaminantes ambientales como metales traza o
pesticidas, incluso siendo propuesto recientemente, como una especie centinela
para el monitoreo del estado ambiental de las playas arenosas por sus

caracteristicas bioldgicas y fisioldgicas (Tlili & Mouneyrac, 2019).

1.3.a. ACTIVIDAD ENZIMATICA ACETILCOLINESTERASA

Muchos parametros biologicos y toxicoldgicos medidos analizan la toxicidad
subletal, incluyendo biomarcadores moleculares y bioquimicos como la
neurotoxicidad, la cual puede ser medida analizando los niveles de la actividad

enzimatica Acetilcolinesterasa (Tlili & Mouneyrac, 2019).

La acetilcolinesterasa (AChE), es la enzima que termina el efecto
neurotransmisor de la acetilcolina (ACh). La enzima AChE hidroliza de forma
rapida la acetilcolina en acetato y colina, regulando la concentracion de este
neurotransmisor en la sinapsis (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008; Massoulié
etal. 1993). Su inhibicion puede conducir a un control ineficiente de los
musculos, reduciendo la capacidad muscular, conllevando a paralisis y en ultimo

término la muerte del individuo.

Compuestos quimicos como organofosforados y carbamatos, suelen causar
inhibiciones de acetilcolinesterasa provocando estimulaciones continuas del
sistema nervioso, cambios fisiolégicos o conductuales, llevando a la muerte de
los organismos (Bautista-Covarrubias et al. 2017). Estudios previos como los
realizados por Banaoui et al. (2015) demostraron inhibicién de la actividad AChE

en D. trunculus frente a diferentes biocidas, pero estudios como el de Belabed &
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Soltani (2013) o Lamine et al. (2023) demuestran que también se producen

alteraciones frente a diferentes metales pesados como el cadmio, plomo, cobre.

Aunque en estudios recientes en diversas especies se ha sugerido que estas
respuestas pueden deberse a exposiciones a otros factores. En D. trunculus
sabemos que diferentes factores naturales pueden afectar su supervivencia y
crecimiento, como en el caso de la temperatura (Manca et al. 2012) o la salinidad
(Reyes-Martinez et al. 2020). Por lo que se plantea la hipétesis de que la especie
puede presentar alteraciones de actividad enzimatica (AChE) debido no
solamente a la presencia de contaminantes, si no a su vez, a factores abidticos

como la temperatura y salinidad.

Para ser capaces de utilizar la actividad enzimatica de la AChE como un
biomarcador de exposicidn a neurotoxinas, es crucial entender los diferentes
criterios y rangos a los que se considera que en organismo presenta niveles de
estrés (Burgeot et al. 2012). En el caso de los bivalvos, s6lo se conocen los
criterios de evaluacion de fondo (BAC) y los criterios de evaluacion ambiental
(EAC) de la especie Mytilus edulis. Resultados de la actividad AChE mas altos
que el criterio BAC (30 nmol/(min*mg)) indican que los individuos no se
encuentran estresados. En el caso de que se encontraran entre los criterios BAC
y EAC (21 nmol/(min*mg)) los organismos se consideran con un estrés
compensatorio; mientras que, si los resultados se encuentran mas bajos que los
niveles EAC, estos sugieren que los individuos se encuentran en un nivel de

estrés severo.

1.3.b. INDICE DE CONDICION

Segun, Zeng & Yang (2021) el indice de Condicién (IC) es un concepto ecoldgico
y fisiologico ampliamente utilizado en animales, para evaluar el estado de salud,
el crecimiento, el rendimiento carnico, la madurez sexual y los efectos del estrés

ambiental, basandose su mayoria en la relacion de la masa y el tamafio corporal.



En el caso de los moluscos bivalvos, el IC es reconocido por su relevancia en la
evaluacion de los estados nutricionales, la calidad comercial y la comprension
general de sus ciclos reproductivos (Bodoy et al. 1986; MP, 1990). Siendo la
primera descripcidn encontrada sobre la relacion entre la masa corporal, tamafio
y rendimiento carnico de bivalvos desde la primera década de los ainos 1900, en

estudios de ostras cultivadas en acuicultura (Grave, 1912; Zeng & Yang, 2021).

En la actualidad existen diferentes métodos y férmulas para realizar indices de
condicion y estudios como el presentado por Zeng y Yang (2021) que realizan
comparativas de diferentes indices, demuestran correlaciones significativas

entre variables como tamafno, peso y volumen corporal.



2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente Trabajo de Fin de Master es establecer la
respuesta del biomarcador Acetilcolinesterasa en el molusco bivalvo D. trunculus

bajo condiciones controladas en laboratorio de temperatura y salinidad.
Entre los objetivos especificos establecidos se encuentran:

e Estudiar las alteraciones en los niveles de actividad AChE en las condiciones
de temperatura de 12, 20 y 27,5 °C a los diferentes rangos de salinidades
27-28, 32-33 y 37-38.

e Analizar la variacion del indice de condicion entre las diferentes condiciones
de salinidad y temperatura como variable complementaria a los resultados
de la actividad AChE.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTREO DE INDIVIDUOS

Los diferentes especimenes de D. trunculus fueron recolectados el dia 18 de
junio, en la Playa dels Marenys de Rafalcaid, localidad de Gandia (38°59'09.6"N
0°08'55.9"W).

El muestreo fue realizado mediante el uso de rastrillo con un tamafo de luz de
malla de 5 mm (llustracién 2). Se seleccionaron los especimenes cuya talla fuera
superior a 19,5 mm, para alcanzar el peso Optimo para los analisis posteriores

de Acetilcolinesteresa. Obteniéndose un total de 522 individuos.

Ilustracion 2. Rastrillo utilizado en el muestreo de individuos. Fuente: Elaboracion propia.

Tras el muestreo, los individuos fueron preparados para ser llevados al
laboratorio para su posterior clasificacion y aclimatacion. De estos individuos,
fueron a su vez separados de forma aleatoria los utilizados para la obtencion de
valores de referencia de campo para AChE e indice de condicién (llustracion 3).



|
"
’
X

Ilustracion 3. Clasificacion en el laboratorio de los organismos. Fuente: Elaboracidn propia.

Se recolectd agua a su vez del mismo punto de muestreo a la que fueron
realizadas mediciones de temperatura y salinidad, obteniendo como valores de

referencia una temperatura de 25,2 °C y salinidad de 37,5.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

Tanto el disefio del experimento, como las condiciones de aclimatacién para los
organismos, fueron realizados teniendo en cuenta los factores ecolégicos de la
especie, asi como las condiciones de salinidad y temperatura del Mar
Mediterraneo. En este mar, temperaturas entre 13 y 16 °C se alcanzan durante
el invierno, y en verano, entre 22 y 27 °C; asi como salinidades variables en el
rango de 36-38 (Nacef et al. 2016), las cuales pueden presentar valores

inferiores en lugares cercanos a desembocaduras de los rios (Escriva et al. 2020)

El disefio de este estudio establecid nueve condiciones para las diferentes
combinaciones establecidas de salinidad y temperatura visualizados en la tabla
1. Cada una de estas condiciones fue realizada por triplicado, obteniendo tres

unidades experimentales para cada combinacién de factores.
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Tabla 1. Condiciones experimentales de Temperatura — Salinidad y dias de Aclimatacién-Exposicion.

TEMPERATURA SALINIDAD Aclimatacion (d) Exposicion (d)

27-28 10 9

12°C 32-33 8 9
37-38 7 8

27-28 12 7

20°C 32-33 5 9
37-38 10 8

27 -28 9 8

27,5°C 32-33 7 8
37-38 3 7

Las unidades experimentales consistieron en acuarios de unos 20 Litros llenados
con agua recolectada en muestreos previos de zonas mar adentro
presuntamente no contaminadas, proximas a la Reserva Natural y Marina del
Cabo San Antonio. Posteriormente el agua fue filtrada mediante una red de
fitoplancton con un tamafo de malla de 50 um para favorecer la eliminacion de
microorganismos presentes. Cada unidad experimental cont6é con un tamafio de
muestra de 16 individuos y con su propio sistema aislado de aireacion y filtrado,
con recirculacion del agua. Exceptuando, los acuarios exposicion de 27,5 °C, que
contaron con 19 individuos en cada unidad, debido a la observacion previa de

una elevada mortalidad a temperaturas cercanas a 28 °C (llustracion 4).

Salinidad
27-28 32-33 37-38
16 16 16
o/
12°C 16 16 16
o —/ e — o —
16 16 16
——— —— —
16 16 16
Temperatura 20°C 16 16 16
== =l
16 16 16
— — ——
19 19 19
27,5°C 19 19 19
—,
19 19 19
— _— ———

llustracion 4. Diseno experimental de las diferentes condiciones de Temperatura-Salinidad con sistema
aislado de aireacion y filtrado. Fuente: Elaboracion propia.
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Previo al tiempo de exposicidn para cada tratamiento, fue requerido un periodo
de aclimatacion de los individuos en funcién de las condiciones de referencia de
temperatura y salinidad, y las condiciones objetivo de cada tratamiento. Durante
este periodo, la temperatura y la salinidad fue aumentada o disminuida
diariamente entre 1-2 (°C), hasta alcanzar los valores objetivos (tabla 1). Para
facilitar este proceso y mantener un mayor control de las variables, tanto en la
aclimatacion de los organismos, como en el tiempo de exposicion, se utilizaron
calentadores para los tratamientos de mayor temperatura y el uso de camaras
termostatizadas para los de temperaturas de 12 y 20 °C. En ambos casos, se
contaba con un fotoperiodo alternando cada 12 horas, luz y oscuridad. Los
individuos fueron alimentados diariamente, con el cultivo de microalgas
Isochrysis galbana presente en el laboratorio de organismos (E-001) de la

Universidad Politécnica de Valencia, campus de Gandia.

Durante los periodos de aclimatacion, como exposicidon se recolectaron datos de
temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, saturacion y mortalidad para cada
acuario de forma diaria. La temperatura y la salinidad fueron medidos utilizando
la sonda WTW Model 340i (WTW GmbH, Weilheim, Germany) y los parametros
de oxigeno disuelto y saturacion mediante proODO YSI (YSI Inc. Yellow Springs,
OH, USA). Se consideré la mortalidad de los individuos, cuando se encontraran
los mismos con las valvas abiertas y sin responder ante estimulos mecanicos
(Soms-Molina et al. 2024).

3.3. ANALISIS DE ACETILCOLINESTERASA

Los andlisis para la determinacion de los niveles de Acetilcolinesterasa fueron
basados en la metodologia empleada por Bocquené & Galgani (1998) y Eliman
et al. (1961). Los analisis se dividen en la determinacién enzimatica y de
concentracion de proteinas por el método de Lowry.
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3.3.a. Materiales y equipos utilizados

Tanto para la preparacion de la muestra, como para el analisis de las mismas,
se emplearon materiales de laboratorio como balanza, instrumentos de
diseccidn, agitadores magnéticos, tubos criogénicos, vasos de precipitado, tubos
graduados, homogenizadores mecanicos, tanque de almacenaje para nitrégeno
liguido y pipetas Pasteur y automaticas. Entre los equipos utilizados fue
necesario el uso de un ultracongelador, centrifugadora con procesos de
refrigeracion y un espectrofotometro para realizar las mediciones de absorbancia

necesarias.

3.3.b. Preparacion de la muestra

Cada una de las muestras de tejidos analizadas consistié en la toma del musculo
del pie de 5 organismos de una misma unidad experimental tras el periodo de
exposicion. Anotando el peso y la talla de cada individuo. Por lo tanto, cada
determinacion de AChE se realiz6 a partir de un pool compuesto por 5

organismos de una misma unidad experimental

Tras la extraccion de las muestras, estas fueron congeladas por medio de
nitrégeno liquido y llevadas al ultracongelador, para mantenerse viables hasta su

analisis.

3.3.c. Homogenizacion de la muestra

1) Se pesé entre 0,1 y 1 g de musculo del ejemplar congelado (Bocquené &
Galgani, 1998).

2) Se homogenizaron las muestras de musculo compuesta por 5 ejemplares de
la misma unidad experimental en 2 volimenes de solucion tampén (1:2) en
un homogeneizador mecanico sumergido en hielo.

3) La muestra fue traspasada a tubos de rosca para utilizarse en la
centrifugadora en un programa de 30 minutos a 11000 r.p.m. a temperatura
de 4 °C.

4) El sobrenadante fue extraido con una pipeta y transferirlo a un vial ambar

para su analisis.
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3.3.d. Determinacion enzimatica

Reactivos utilizados:
- Solucién A: Buffer de TRIS a 0,1M con pH 7,5 mezclado con HCI al 35%.

- Solucion B: DTNB a 0,01M. Su preparacion consistié en la mezcla de 5 mL de
solucion A por cada 0,0198 g de DTNB.

- Solucion C: Acetilcolina a 0,1iM ACTC. Por cada ml de solucion B, 0,0289 g de

Acetilcolina.

Procedimiento
La reaccion fue preparada directamente en la cubeta del espectrofotdmetro de

la siguiente manera:
- Blanco: 80 yL de DTNB + 50 yL de muestra + 1190 uL de TRIS (agitar).

- Reaccién: 80 uL de DTNB + 50 uL de muestra + 1190 pyL de TRIS + 40 pL de

Acetilcolina (agitar).

Finalmente, las muestras fueron medidas en el espectrofotometro a una

absorbancia de 405 nm a diferentes tiempos de 30, 60, 90 y 120 segundos.

3.3.e. Determinacion de la concentracion de proteina por el Método de

Lowry
Reactivos utilizados:

- Solucién A: 2% relacién Peso/Volumen de Na,CO; en agua destilada. Se

preparé 5 g de Na,CO5; en 250 mL de H,0 destilada.

- Solucién B: 1% relacion Peso/Volumen de CuSO,5H,0 en agua destilada.

Preparacién de 0,1 g de CuSO, en 10 mL.

- Solucién C: 2% relacion Peso/Volumen de Tartrato de Sodio y Potasio en agua

destilada. Preparacion de 0,2 g en 10 mL.

- Reactivo Mixto: Solucién A + Solucién B + Soluciéon C a proporcién 100:1:1

respectivamente. Se preparo antes de su utilizacion.
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- Solucién Hidroxido de Sodio 2N

- Reactivo Folin: Se realiz6 una disolucién del reactivo comercial (1/2) del

reactivo comercial.

- Estandares: Solucion madre de proteina estandar. 100 mg de proteina en 50
mL de H,0 destilada.

Preparacion de estandares:

Se trabajé por duplicado para mayor exactitud en la curva de calibrado (tabla 2).

Tabla 2. Preparacion de estandares para determinacion proteica.

Concentracion (mg/mL) 0 0,1 0,5 1 2
Volumen H,O (mL) 25 23,75 18,75 12,5 0
Volumen soluciéon madre (mL) 0 1,25 6,25 12,5 25

Procedimiento:

- Se afnadié 0,1 mL de muestra o solucién estandar a 0,1 mL de solucion de
NaOH 2N. Se dejo calentar a 100°C durante 10 minutos en bafo maria hirviendo

para hidrolizar la muestra.

- Permitir que la muestra se enfrie a temperatura ambiente y afiadir 1 mL de
reactivo mixto recién preparado, volver a dejar reposar durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

- Se anadio 0,1 mL de reactivo de Folin, se mezcld con un vortex y dejé reposar
40 minutos a temperatura ambiente. Es importante mezclar rapidamente

después de anadir el reactivo de Folin para asegurar reproducibilidad.
- La absorbancia fue medida a longitud de onda de 550 nm (llustracién 5).

- Se elaboré una curva estandar de absorbancias en funcién de la concentracion

de proteina inicial y se utilizé para determinar el contenido proteico en la muestra.

15



Illustracion 5. Preparacion de muestras para analisis de absorbancia. Fuente: Elaboracion propia.

3.3.f. Calculo de resultados

Se calculo el valor de los niveles de Acetilcolinesterasa (AChE) para cada
muestra analizada en base a las siguientes formulas:

A= ex(Cxl
Donde:
A (o D.O.) = absorbancia

¢ = Coeficiente de extinciobn molar (L/M*cm): absorbancia de una
sustancia 1 M a un pH y A determinados cuando se mide en una cubeta
de 1 cm de paso de luz.

C = Concentracion de soluto (mol/l)
| = Longitud de paso de luz o paso éptico (suele ser 1 cm).

AChE =D.O./ (¢ * I).

Var D.O./min: es la D.O./min Reaccion menos D.O./min Blanco menos 0.012.
Este ultimo valor (0.012) es el cambio en la densidad Optica por minuto de
acetiltiocolina sola, en ausencia de la muestra. La acetiltiocolina tiene una

degradacion espontanea que se corresponde con el valor de 0.012

El Coeficiente de extincion molar posee un valor de 1,36X10*. Lo que

corresponderia a resultados de la actividad en mol - L' min-'. Pero al buscar
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expresar los resultados de la actividad en pmol - pL' min™', simplificamos

multiplicando el coeficiente por 1000.

El valor de proteinas es igual a la cantidad de mg/mL resultante de los pasos
anteriores y tras obtenerse la actividad enzimatica en una disolucién de 50 uL de

muestra dentro de un Volumen final de 1360 pL, ajustamos la dilucion.

Al buscar explicar los resultados en miliunidades o nanomoles, estos se

multiplican por 1000, obteniendo la férmula:

mU AChE AD.0./min * vol final Reaccion detenz 1000
= *
mg prot 13.6 * vol muestra detenz = [proteina] (%)
Donde:
AD. 0.

——= Variacion de Absorbancia/ min de cada muestra
vol final Reacciondetenz = 1360 pL
Coeficiente de extraccién molar = 13,6

vol muestradetenz = 50 uL

m
[proteina] (m_i) = Valor de proteinas obtenido del extracto de misculo

Que corresponde a:

mU AChE nmol
mg prot  minx mg prot

3.4. INDICE DE CONDICION

Para realizar el calculo del indice de Condicién en bivalvos, como fue
mencionado, pueden emplearse diversas ecuaciones. En el presente trabajo se

empled el IC basado en la ecuacién de Shaw et al. (1967):
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1€ (%) = Peso carne seca (g) 100
™ Peso de carne himeda (9) x

Donde:

Peso de carne seca = Peso total de la carne del individuo tras eliminar su

humedad.

Peso de carne humeda = Peso total de la carne del individuo sin ningun

tratamiento previo.

El IC fue realizado en los organismos recién recolectados, utilizandolo como el
IC de referencia de campo (el estado de salud de los organismos recién
recolectados), este fue utilizado para comparar el estado de los mismos con el

de los organismos tras la exposicion.

Procedimiento:

- Se seleccionaron al azar entre 8 y 11 individuos de cada acuario o unidad

experimental. Anotandose la talla de cada uno.

- Por medio del uso del bisturi, los individuos fueron abiertos, dejandose escurrir
valvas abiertas boca abajo, sobre papel absorbente para eliminar el agua

intervalvar.

- Transcurrido el tiempo, se procedié al peso de los individuos uno a uno

mediante el uso de una bascula de precision.

- Se extrajo el tejido blando, la carne del individuo y fue colocada sobre crisoles,
previamente clasificados y pesados; para su posterior peso en la bascula

(llustracion 6).

- Las valvas de los individuos y su tejido blando, fueron llevados a la estufa a una

temperatura de 100 °C durante 24 h para eliminar la humedad.
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- Tras el periodo de 24 h, las muestras fueron extraidas de la estufa y colocadas

en un desecador durante 30 min (llustracién 7).

- Se procedié a realizar el peso de las muestras, para obtener los valores de

peso en seco de las mismas.

Illustracion 6. Peso de carne humeda de un individuo. Fuente: Elaboracién propia.

T

str6n en cada tubo) 2 1sami/

Vi=51

llustracion 7. Separacion de la carne para ser llevada a la estufa durante 24 h. Fuente: Elaboracién propia.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos son expresados como media * error estandar (X = e.e.). El
tratamiento de los mismos empled el uso de los softwares Microsoft Excel y

Statgraphic v. 19.

Antes de realizar el analisis estadistico, tanto para los datos de AChE e IC, se
analizaron las condiciones de normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad
(Levene’s). Los datos de AChE cumplieron dichas condiciones por lo que se
realizd un ANOVA de dos factores (temperatura y salinidad) para observar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas debidas a dichos
factores. Para identificar cuales condiciones diferian significativamente entre si,
se llevo a cabo una la prueba de Rangos Multiples con un nivel de confianza del
95%. El método utilizado para discriminar entre las medias fue el procedimiento

de Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher.

Por otro lado, los datos de IC cumplieron las condiciones de normalidad, pero no
las de homocedasticidad. Por ello, se realizé un ANOVA de Kruskal-Wallis con el
ajuste de Bonferroni para observar la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre grupos.

20



4. RESULTADOS

4.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES

En la tabla 3 se resumen los datos de los diferentes parametros y condiciones
experimentales. Los valores observados son resultado de la media de las 3
unidades experimentales de cada condicion de temperatura-salinidad a lo largo

de 7-9 dias del periodo de exposicion.

Todas las unidades experimentales demostraron valores cercanos a la
temperatura objetivo para cada condicidn, asi como las salinidades medias se
mantuvieron dentro del rango establecido. En el caso del oxigeno disuelto, los
valores analizados para las condiciones de temperaturas a 12 °C demostraron
ser los mas elevados, mientras que las condiciones a 27,5 °C obtuvieron los

valores mas bajos; encontrandose todas por encima de una saturacién del 100%.

Tabla 3. Media de parametros analizados diariamente por experimentacion (x = e.e.). Condicion: Temp. (Sal.);
Temperatura (°C); Salinidad; Oxigeno Disuelto (mg/L); Saturacion (%).

Condicién Temperatura Salinidad Oxigeno Disuelto Saturacion
12°C (27-28) 12,35+0,11 27,50+0,05 8,66 = 0,03 101,37 0,04
12 °C (32-33) 12,49+0,15 32,64+ 0,07 8,67 0,03 101,32+0,08
12°C (37-38) 12,36+ 0,15 37,68 0,06 8,68+ 0,03 101,31+0,10
20°C (27-28) 20,27 +0,11 27,56 = 0,04 7,48 +0,02 101,40+0,14
20 °C (32-33) 19,69+0,12 32,81+0,07 7,49 0,02 100,80+ 0,09
20°C (37-38) 20,48 £ 0,22 37,80+ 0,06 7,40 £ 0,04 100,92 +0,19

27,5°C (27-28) 27,74 0,07 27,72+0,08 6,49 £ 0,02 100,02 + 0,23
27,5°C (32-33) 27,87 0,06 32,92 +0,06 6,47 £0,01 100,24 0,18
27,5°C (37-38) 27,78 0,08 37,86+ 0,07 6,51+0,02 100,50+ 0,16

4.2. SUPERVIVENCIA

Temperatura 12 °C

Los resultados de supervivencia demostraron que durante el periodo de
aclimatacion no hubo mortalidad en ningun individuo a las diferentes salinidades

(llustracion 8).
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Durante el periodo de exposicién en cambio, si se produjo una leve mortalidad
de individuos. Concretamente, a condiciones de salinidad de 27-28 la
supervivencia de los individuos fue del 95,83%, en el rango de salinidad de 32—

33 el porcentaje fue de 97,92% y para el rango de 37-38 fue del 100%.

Por lo que apreciamos que a temperatura 12 °C tanto en el periodo de

aclimatacion como de exposicion la supervivencia de los individuos es muy alta.

Temperatura 12 °C

100 88888880000 0(0—g—9—
80
60
40

20

Supervivencia (%)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias

—=—27-28 (A) ——32-33 (A) ——37-38 (A) —@—27-28 (E) —@—32-33 (E) —@—37-38 (E)

Ilustracion 8. Supervivencia exposicion a 12 °C a tres rangos de salinidad (27-28, 32-33, 37-38). (A):
aclimatacion y (E): exposicion. (Valores representados x + e.e.).

Temperatura 20 °C

A temperatura 20 °C para el rango de salinidad de 27-28 se produjo la
supervivencia del 93,75% de los individuos (llustracién 9). Produciéndose la

mortalidad de individuos durante el periodo de exposicion.

En la exposicion a salinidad 32-33, el porcentaje de supervivencia fue de 97,92%

La mortalidad del individuo que se produjo resulté durante el ultimo dia de
exposicion.

En el rango de salinidad de 37-38, la supervivencia fue de 89,58%, disminuyendo

la misma, desde el periodo de aclimatacion de los organismos.
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Temperatura 20 °C
100 3
80
60
40
20

Supervivencia (%)

o 1 2 383 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias

—=—27-28 (A) —m—32-33(A) ——37-38 (A) —@—27-28 (E) —@—32-33 () —e—37-38 (E)

Ilustracion 9. Supervivencia exposicion a 20 °C a tres rangos de salinidad (27-28, 32-33, 37-38). (A):
aclimatacion y (E): exposicion. (valores representados con x + e.e.).

Temperatura 27,5 °C

En los diferentes rangos de salinidades a las exposiciones de temperatura de
27,5 °C, la supervivencia de los individuos se vio fuertemente afectada desde el

periodo de aclimatacion de los individuos (llustracion 10).

En el rango de salinidad de 27-28 no se produjo supervivencia de individuos. El
porcentaje de supervivencia disminuyd, como fue mencionado, desde el periodo
de aclimatacion, impidiendo que se culminara el periodo de exposicion e

impidiendo los analisis de los organismos expuestos a esas salinidades.

Para la exposicion a salinidad de 32-33, el porcentaje de supervivencia de
individuos fue igual al 42,11%. Mientras que para el rango de 37-38 se produjo

un porcentaje mas alto de individuos igual a 78,95%.

Los resultados denotan que las exposiciones de temperatura a 27,5 °C
representan un mayor riesgo para la supervivencia de los individuos de la
especie D. trunculus. Indicando como a esta temperatura y con una exposicion

a un rango de salinidad de 27-28 se produjo la mortalidad de todos los individuos.
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Temperatura 27,5 °C
100
80
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40
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Supervivencia (%)
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Illustracion 10. Supervivencia exposiciéon a 27,5 °C a tres rangos de salinidad (27-28, 32-33, 37-38). (A):
aclimatacion y (E): exposicion. (Valores representados con X £ e.e.).

4.3. ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA (AChE)

Las tallas de los organismos utilizados para analisis de AChE son presentados
en la tabla 4, para cada condicién se emplearon de muestra 15 organismos (5
de cada unidad experimental). Para los individuos de referencia de campo, los
valores fueron de 21,22 + 0,46 (mm). Mientras que los individuos empleados a
las diferentes condiciones presentaron valores medios mayores, en caso de la
exposicion a 27,5 °C con rango de salinidad 37-38 su valor fue ligeramente

inferior a las demas condiciones con 22,98 + 0,42.

Tabla 4. Variacion de la talla de individuos empleados en AChE (mm). (Valores representados x = e.e.). (T):
Temperatura, (S): Rango de Salinidad. (N): Numero de individuos.

Valores N Talla (mm)
Referencia de campo 15 21,22 +0,46
S (27-28) 15 23,49+ 0,48
T(12°C)  $(32-33) 15 23,66 + 0,46
S (37-38) 15 23,25+0,44
S (27-28) 15 23,35+ 0,39
T(20°C) S (32-33) 15 23,38+ 0,48
S (37-38) 15 22,81 +0,39

T(27.5°0) S (32-33) 15 23,37 +0,40
S (37-38) 15 22,98 £ 0,42

24



Los datos de AChE cumplieron las condiciones de normalidad (Shapiro-Wilk =
0,616) y homocedasticidad (Levene’s = 0,3372) de los datos. EI ANOVA de dos
factores (temperatura y salinidad) obtuvo que ambos factores tuvieron un efecto
estadisticamente significativo (p-valor<0,05) sobre la AChE con un 95% de nivel

de confianza (Tabla.5).

Tabla 5. ANOVA de dos factores, temperatura y salinidad para actividad AChE.

Factor Gl Razén F P-valor
Temperatura 3 3,23 0,0431
Salinidad 3 3,48 0,0341

Los resultados de los analisis para la actividad AChE realizados permitieron
comprobar los niveles tanto en los individuos de referencia de campo,
muestreados en condiciones de temperatura de 25,2 °C y salinidad de 37,5; asi
como en los expuestos a las diferentes condiciones experimentales. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas de la AChE entre las
diferentes condiciones (p-valor = 0,0398) y la prueba de Rangos Multiples reveld
tres grupos homogéneos (ilustracion 11). Cabe destacar que para las
temperaturas de 27,5 °C la nula supervivencia de individuos ante el rango de
salinidad de 27-28, imposibilitd una comparativa con los demas valores a otras

condiciones.

Realizando una comparativa con los valores de referencia de campo (21,23 +
2,61  nmol/(min*mg)), los resultados demostraron una diferencia
estadisticamente significativa con los individuos de las condiciones a 12 °C con
salinidades de 27-28 y 37-38 (11,53 £ 1,77 y 13,37 + 1,20, respectivamente).

A temperatura 12 °C los rangos de salinidades de 27-28 y 37-38 poseen
diferencias significativas con el rango de 32-33 (22,40 + 3,74), el cual la AChE
fue significativamente mayor. En el caso de los valores de 20 °C los diferentes
rangos de salinidad no presentaron diferencias estadisticamente significativas
(16,33 £ 2,34; 21,77 £ 2,56 y 22,27 + 3,47). Lo mismo ocurrié con los resultados
a temperatura de 27,5 °C (salinidades 32-33 y 37-38), que fueron

estadisticamente iguales (14,20 + 1,19y 15,90 * 3,24, respectivamente).

Desde el punto de vista de las exposiciones desde los rangos de salinidad, 27-

28 no presentd diferencias estadisticamente significativas entre los organismos
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expuestos a 12y 20°C. Por otro lado, a una salinidad de 32-33 y 27,5°C, la AChE
fue significativamente menor en comparacion con la de 12°C, pero
estadisticamente igual que a 20°C. Por ultimo, a una salinidad de 37-38, no se
observaron diferencias entre los organismos a 20°C y 27,5 °C, pero si a 12°C,

donde los niveles fueron significativamente menores.

m Aoforencia

Cc c m27-28
B, C

AChE (nmol/min*mg)

12 20 275

Temp (°C)

llustracion 11. Grafico de resultados de AChE (nmol/min*mg) a diferentes condiciones de Temperatura-
Salinidad. (N): Numero de individuos = 15. (Valores representados con x + e.e.). (A), (B), (C): Grupos
homogéneos indicadores de medias sin diferencias significativas.

4.4. INDICE DE CONDICION

El analisis del indice de Condicién como fue mencionado se realizéd en
organismos diferentes a los empleados en los analisis de Acetilcolinesterasa,
debido a la imposibilidad de realizarse sobre los mismos individuos. Debido a
esto, los individuos expuestos a las condiciones de temperatura 27,5 °C y
salinidad 27-28 no pudieron contemplarse en la realizacion del analisis por

causa de la alta mortandad de los mismos a esas condiciones.

Los tamafios de los organismos utilizados para el IC se observan en la tabla 6.
La talla de los organismos de referencia de campo, a temperatura de 25,2 °C y
salinidad de 37,5 fue de 21,06 + 0,44 (mm). Estos individuos presentaron un
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menor tamafo, cuyos valores mas proximos fueron los de exposiciones a
temperatura de 27,5 °C. En cambio, las exposiciones al resto de temperaturas

demostraron una talla superior, con resultados similares entre ellas.

Tabla 6. Variacion de la talla de individuos empleados en IC (x £ e.e.). (N): Numero de individuos. (T):
Temperatura, (S): Rango de Salinidad.

Valores N Talla (mm)

Referencia de campo 28 21,06 =044
S(27-28) 30 23,47 £ 0,30

T(12°C) S(32-33) 32 23,47 0,19
S (37-38) 30 23,60+0,23

S(27-28) 26 23,35+0,26

T(20°C) S(32-33) 32 23,68+2,24
S (37-38) 28 23,71+0,29

T(27.5°C) S (32-33) 9 22,60+0,64
S (37-38) 30 22,14+ 0,30

En lailustracion 12 se observan los resultados para los individuos de referencia
obtenidos en campo y los expuestos a las diferentes condiciones experimentales

(%). EI ANOVA de Kruskal-Wallis revel6 5 grupos homogéneos.

Los valores de referencia de campo (23,54 £ 0,30) fueron significativamente
mayores en comparacion a las diferentes condiciones (p-valor = 0,000), menos
a los organismos expuestos a temperatura de 20 °C y rango de salinidad de 27-
28 y 37-38.

Los individuos expuestos a temperaturas de 12 °C no mostraron diferencias
significativas a pesar de la variacion de salinidad (21,76 + 0,31; 20,53 £ 0,15y
21,16 = 0,41). A diferencia de los de temperaturas superiores de 20 y 27,5 °C
que si presentaron diferencia entre ellos con el cambio de salinidad. En el caso
de temperatura a 20 °C, y salinidad igual a 32-33 (20,37 = 0,16), los valores
fueron significativamente menores que a las otras dos salinidades (22,53 + 0,35
y 24,11 £ 0,38 respectivamente). Igualmente ocurrié en el caso de los individuos
a temperaturas de 27,5 °C, cuyos valores para el rango de salinidad 32-33 (18,38
1 0,28) resultaron significativamente menores y estadisticamente diferentes a los
de salinidad 37-38 (22,16 £ 0,35).
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Atendiendo a la salinidad de 27-28 para las temperaturas de 12 y 20 °C no se
observaron diferencias significativas. Igualmente, a salinidades de 32-33, los
resultados permitieron visualizar que no existen diferencias estadisticas
significativas. Por el contrario, en el caso de las salinidades de 37-38 la
temperatura de 20 °C los organismos presentaron un IC mayor en comparacion

a las otras dos temperaturas estudiadas.

R
30 5

m37-28

AE m32-33

25 4 A

20

1C (%)

R 12 20 275

Temp (°C)

llustracion 12. Grafico de resultados de I.C. (%) a diferentes condiciones de Temperatura-Salinidad. (valores
representados con x £ e.e.). (N): Numero de individuos (28, 30, 32, 30, 26,32, 28, 9, 30) correspondientemente.
(A), (B), (C, (D), (E)): Kruskal Wallis-Grupos homogéneos sin diferencias significativas.

28



5. DISCUSION

Los cambios en condiciones ambientales como temperatura, salinidad, oxigeno
disuelto, pH, disponibilidad de alimentos producen alteraciones en las funciones
inmunitarias y fisiolégicas en los bivalvos (Kruft Welton et al. 2024; de Almeida
et al. 2021; Munari et al. 2019).

Interacciones entre dos 0 mas variables ambientales pueden causar cambios en
otras variables (Soon, 1971), como disminucion en el oxigeno disuelto (O.D.),
llegando a generar estrés en los organismos (Matozzo et al. 2005). En nuestro

estudio, estas variables se mantuvieron controladas.

La temperatura y salinidad se mantuvo constante siguiendo los rangos
establecidos para cada condicién, al igual que los controles de O.D. y saturacion
permitieron mantener los niveles por encima del 100% de saturacion. Las
condiciones de temperaturas a 12 °C presentaron los niveles mas altos de O.D.
y saturacion, debido a que, al disminuir la temperatura, aumenta la solubilidad

manteniendo mayores niveles de O.D. en el agua.

Ambos factores, temperatura y salinidad, son considerados factores de estrés
con efectos individuales (Doney et al. 2009) o sinérgicos (Harvey et al. 2013)
sobre los organismos marinos. En el caso de D. tfrunculus la especie demuestra
una tolerancia frente a cambios en ambos factores (Reyes-Martinez, 2020;
Soms-Molina et al. 2024).

En los organismos marinos se han demostrado diversos efectos adversos debido
al estrés térmico, como: reduccion de disponibilidad de oxigeno (Sokolova &
Pdrtner, 2003), dafio oxidativo (Taylor & Maher, 2010), reduccion de funcién de
biomoléculas, disminucién del crecimiento (Mugica et al. 2015), mortalidad (Soria
et al. 2007). lgualmente, en el caso de la salinidad, cambios en la misma, pueden
producir efectos como cambios de comportamiento, en la reproduccion,

respiracion, osmorregulacion y la muerte (Dominguez et al. 2020).

Los resultados experimentales demostraron supervivencia de la especie en
todas las exposiciones a excepcion de la temperatura 27,5 °C y salinidad de

rango 27-28. Existiendo una supervivencia altamente superior en las
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temperaturas de 12 °C con respecto a las de 27,5 °C. En experimentos similares
como el realizado por Soms-Molina et al. (2024) en la especie D. trunculus con
exposiciones de temperaturas y salinidades parecidas, la mortalidad de
individuos resulté en la mortalidad del 100% de los individuos en las mismas
condiciones de exposicion temperatura-salinidad. Por lo que se puede indicar

una predisposicion de mortalidad de la especie bajo estas condiciones.

Segun Sokolova et al. (2013) el limite superior de tolerancia térmica esta
determinado por la capacidad del sistema ventilatorio/circulatorio para
suministrar suficiente oxigeno y satisfacer sus demandas de oxigeno. En el
Mediterraneo, en algunos periodos se alcanzan temperaturas superiores a 27,5
en verano, pero las mismas no se mantienen constantes de forma diaria. Por lo
que se debe tener en cuenta que las condiciones de exposicion a temperaturas
constantes de 27,5 °C, en el periodo de exposicion, a las que se produjo la alta
mortalidad de individuos podria deberse tanto al efecto acumulativo, como la
posibilidad de potenciacién de la salinidad a esta temperatura. Considerando que
la condicién a esta temperatura con rango de salinidad de 37-38 mantuvo un

tiempo de aclimatacion y exposicion mas corto, que el rango de 27-28.

En el medio, la especie D. trunculus posee la capacidad de enterrarse en el
sedimento (Ramon, 1993) y segun Kruft Welton et al. (2024 ) especies infaunales
como esta, podrian utilizar su capacidad para excavar, como estrategia para
evitar las altas temperaturas. Por lo que se deberia considerar el impacto de la

ausencia de sedimento en las condiciones experimentales realizadas.

Con respecto a la actividad AChE, los valores de referencia de campo
muestreados en condiciones de temperatura de 25,2 °C y salinidad de 37,5 en
una zona presuntamente libre de contaminantes, fueron semejantes a los
obtenidos en estudios anteriores como el de Banaoui et al. (2015) y Tlili et al.
(2010), en este ultimo estudio, los valores para la actividad AChE en el sitio de
referencia corresponden a valores entre 15 y 30 nmol/(min*mg) con diferentes

analisis mensuales.

Los valores de referencia de campo de nuestro estudio, determinaron valores
iguales a 21,23 + 2,61 nmol/(min*mg). Segun los criterios BAC establecidos a 30

nmol/(min*mg) y EAC a 21 nmol/(min*mg) para la especie Mytilus edulis,
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demostraria que los individuos posiblemente se encontraban en un estado de
estrés compensatorio, ya que los niveles se situan en el intervalo de los criterios.
Esto podria deberse ya sea a que la zona de muestreo o el sitio de extraccion de
agua podria contener algun posible contaminante o que estos criterios para D.

trunculus podrian ser diferentes a los M. edulis.

Los diferentes niveles medidos en los organismos expuestos con respecto a los
organismos de referencia de campo, demostraron tener diferencias significativas
entre las diferentes condiciones, evidenciando que en la especie D. frunculus,
este biomarcador es sensible a variaciones en las condiciones de ambos factores
(temperatura y salinidad) con resultados estadisticamente significativos. Asi
como en diversos estudios en invertebrados marinos, como Cailleaud et al.
(2007), para la especie Eurytemora affinis; Menezes et al. (2006), en el camarén
Crangon crangon y Scaps & Borot (2000) para el poliqueto Nereis diversicolor,
que demuestran estas variaciones en los niveles de este biomarcador segun

variaciones en las condiciones de temperatura y salinidad.

Los valores de referencia de campo obtenidos, fueron ligeramente superados
por las exposiciones de 12 °C y 32-33 de salinidad, asi como a temperatura 20
°C con salinidades en rango 32-33, 37-38. Segun Hochachka and Somero
(1984), esta establecido que el aumento de temperatura induce de manera
significativa la expresién de la actividad AChE. Pero en nuestro estudio, los
resultados de actividad mas elevados se produjeron a temperaturas de 20 °C y
a la condicién de 12 °C con rango de salinidad de 32-33, mientras que los mas
bajos se obtuvieron a temperatura de 27,5 °C y a 12 °C para salinidades de 27-
28 y 37-38. Resultados como el estudio de Kamel et al. (2014) en la especie
Mytilus galloprovincialis demostraron valores de actividad AChE mas altos a sus
temperaturas establecidas mas bajas (18,1 °C) frente a las temperaturas

establecidas mas altas (29,1 °C).

Entre los valores analizados a las exposiciones de 12 °C los individuos
presentaron en el rango de salinidad de 27-28 y 37-38, los valores mas bajos.
Menezes et al. (2006) sobre la especie Crangon crangon también obtuvo
resultados semejantes, obteniendo niveles de AChE mas bajos en exposiciones
a las temperaturas menores de analisis (9 °C frente a 20 y 25 °C). Aunque,
denotar que, en esta temperatura, en el rango de salinidad de 32-33 se obtuvo
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el valor mas alto. Esto evidencia los efectos sinérgicos y la influencia entre los
factores de temperatura y salinidad. Mayores estudios sobre las respuestas de
este biomarcador son necesarios para comprender su variacion frente a las

diferentes condiciones.

Analizando los resultados obtenidos con los criterios BAC y EAC, se interpreta
que para las condiciones de temperatura a 12 °C con rango de salinidad 32-33 y
20 °C a salinidad de 32-33 y 37-38 se encuentran en un estado de estrés
compensatorio. Mientras que las demas condiciones se interpretan como
individuos que se encontraban a un nivel de estrés severo. Indicando que estos
criterios estan determinados para la especie M. edulis, lo que podria suponer

diferencias con D. trunculus.

Por otra parte, el indice de condicion demostré que los individuos presentaban
valores con diferencias estadisticas entre ellos. Interpretando que se han
producido variaciones en el estado de salud y el nivel de estrés de los individuos
expuestos. Estos resultados se asemejan en algunos valores observados en las
mediciones de los niveles de AChE en las diferentes condiciones, obteniendo la
temperatura de 20 °C los valores en mas elevados. Asi como diferencias, como
los altos valores a temperatura 12 °C de actividad AChE obtenidos en el rango

de salinidad de 32-33, que en el caso del IC no se demostraron igual de elevados.

Se aprecia como los valores mas bajos son los obtenidos a diferentes
temperaturas con rangos de salinidad de 32-33. Mientras que rangos de
salinidad de 27-28 y 37-38 a temperaturas de 20 °C presentan junto a los valores
de referencia de campo, los porcentajes mas elevados. La salinidad del
Mediterraneo suele encontrarse entre el rango de 36-38, por lo que se intuiria
que los valores de 37-38 a diferentes temperaturas presentarian niveles mas
elevados, pero la posible accion sinérgica de la temperatura podria producir esas

alteraciones en los organismos.

Habiendo obtenido resultados que demuestran variaciones significativas entre
los organismos expuestos a diferentes condiciones y a sabiendas de la situacion
actual de D. trunculus en el Golfo de Valencia; variaciones en temperatura y
salinidad, vinculadas al cambio climatico, podrian estar afectando a la

supervivencia de la especie, mediante alteraciones de la actividad AChE.
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6. CONCLUSION

e Los resultados del estudio de la especie D. trunculus frente a las diferentes
condiciones de temperatura (12, 20, 27,5 °C) y rangos de salinidad (27-28,
32-33, 37-38) indican que estos factores abidticos juegan un papel crucial en
la supervivencia, actividad enzimatica y el estado general de los organismos.

e Enlo que respecta a la supervivencia, se observé que a temperaturas de 12
°C la mortalidad fue minima, con supervivencias superiores al 95% de los
organismos expuestos. Sin embargo, en temperaturas de 27,5 °C, la
supervivencia disminuy6 drasticamente, llegando al 0% en los organismos
expuestos al rango de salinidad de 27-28. Esto sugiere que D. frunculus es
mas vulnerable a estas temperaturas mas elevadas, especialmente cuando
se presentan condiciones de salinidades mas bajas.

e En cuanto a la actividad AChE, los organismos expuestos a las temperaturas
20 y 27,5 °C no mostraron una actividad estadisticamente diferente a los
individuos de referencia de campo; lo que sugiere que estas condiciones
resultaron menos estresantes. En cambio, las condiciones mas estresantes
sugieren ser las temperaturas de 12 °C a rangos de salinidad de 27-28 y 37-
38.

e Los resultados sugieren que la actividad AChE en D. trunculus ademas de
verse alterada por la presencia de contaminantes como organofosforados o
carbamatos, asi como metales pesados, como demuestran estudios
anteriores; puede verse alterada por la exposicion a diferentes condiciones
de temperatura-salinidad.

e El indice de Condicién mostré a su vez, diferencias significativas entre las
condiciones de exposicion. Solamente los individuos expuestos a
temperaturas de 20 °C y salinidades de 27-28 y 37-38 presentaron valores
estadisticamente similares a los individuos de referencia de campo. Para el
resto de las condiciones los rangos de salinidad de 32-33, a las diferentes
temperaturas, presentaron los valores mas bajos.

e En conjunto, los resultados sugieren que los efectos individuales y sinérgicos

de las diferentes condiciones de temperatura y salinidad afectan el estado
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fisioloégico de D. trunculus, lo que podria llegar a influir en la distribucion y

supervivencia de la especie en el medio natural.
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8. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS

DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

No
Objetivos de Desarrollo Sostenibles | Alto Medio | Bajo
Procede
ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X
ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no
. X
contaminante.
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento
econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e
. X
infraestructuras.
ODS 10. Reduccién de las
desigualdades. X
ODS 11: Ciudades y comunidades
. X
sostenibles.
ODS 12. Produccion y consumo
X
responsables.
ODS 13. Accion por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas
X
terrestres.
ODS 16. Paz, justicia e instituciones
- X
solidas.
ODS 17. Alianzas para lograr
X

objetivos.
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Descripcion de la alineaciéon del TFG/TFM con los ODS con un grado de

relacion mas alto

El presente TFM, titulado “Efectos de la salinidad y temperatura sobre el
biomarcador Acetilcolinesterasa en el bivalvo Donax trunculus” se encuentra

relacionado con los Objetivos de Desarrollo Sostenible 13 y 14.

Objetivo 13: Accion por el clima. El trabajo se relaciona con este ODS al
investigar como factores abidticos como la temperatura y salinidad, afectaran a
la especie D. trunculus en condiciones controladas reflejando cambios que

podrian suceder debido al cambio climatico.

Objetivo 14: Vida submarina; promueve la conservacion y uso sostenible de los
océanos. Contribuy6 en su mayoria a este objetivo, al analizar si los cambios en
factores abidticos como temperatura y salinidad, en condiciones controladas,
alteraban los niveles de actividad AChE en la especie D. trunculus, Sugiriendo la
posibilidad de que estas alteraciones lleguen a afectar su supervivencia en el
medio natural. Ademas de analizar y determinar alteraciones en este
biomarcador, que ayuda a monitorizar la salud de los ecosistemas marinos,

facilitando la deteccién temprana de problemas ambientales.
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