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Biologia de plantas y animales

Resumen: La contaminacién debido al mercurio y plomo, ha provocado una gran
preocupacion en entidades internacionales debido a la pérdida de biodiversidad en los ecosistemas
costeros y dafios a la salud. Con el fin de evaluar la presencia de mercurio y plomo en la
desembocadura del rio Dagua-Pacifico colombiano, por ser un ecosistema de gran importancia
ecologica y econdmica para la region, se realizaron siete muestreos entre Julio de 2016 y Enero de
2018, se obtuvieron muestras de sedimentos y se midieron parametros fisicoquimicos del agua en
la zona. Especimenes del bivalvo, Anadara tuberculosa, se usaron para la determinacion de
concentracion de mercurio y plomo en tejidos y para bioensayos con mercurio, esto debido, a su
capacidad de bioacumular metales. Se encontrd una concentracion media de mercurio de 0,57+
0,74 mg/kg y plomo 0,87 mg/kg + 0,68 en sedimentos, con valores maximos de 1,96 mg/kg Hg y

2,05 mg/kg Pb. La presencia de mercurio en sedimentos y agua, se relaciona positivamente con las
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concentraciones de este metal en los organismos. Los bioensayos con el bivalvo Anadara
tuberculosa, permitieron concluir que a concentraciones de exposicion bajas de mercurio (0,25
ppm), se generan lesiones en el tejido de los animales, principalmente en las células sexuales. Las
altas concentraciones de mercurio y plomo encontrados en los organismos superan la concentracion
maxima permitida establecida en Colombia para mercurio (0,5 mg/kg) y plomo (0,20 mg/kg).
Ademas el factor de contaminacion para el mercurio (FC =228000 pg/g) y plomo (FC =1242.85
Kg/g) se consideran muy altos, lo mismo que el indice potencial de contaminacion para el mercurio
(CP=3,44 pg/g). Esto permite inferir que la presencia de metales en el tejido de estos bivalvos
presentes en la desembocadura del rio Dagua puede generar alteraciones en el ecosistema con

posibles consecuencias en la salud humana por el consumo de estos alimentos.

Palabras claves: Rio Dagua, Anadara tuberculosa, mercurio, plomo, histopatologia,

sedimentos

Abstract: Pollution due to mercury and lead has caused great concern in international entities
due to the loss of biodiversity in coastal ecosystems and damage to health. In order to evaluate the
presence of mercury and lead in the mouth of the Colombian Dagua-Pacific river, as it is an
ecosystem of great ecological and economic importance for the region, seven samplings were
carried out between July 2016 and January 2018, sediment samples were obtained and
physicochemical parameters of the water in the area were measured. Specimens of the bivalve,
Anadara tuberculosa, were used to determine the concentration of mercury and lead in tissues and
for bioassays with mercury, due to its ability to bioaccumulate metals. A mean mercury

concentration of 0.57+ 0.74 mg/kg and lead 0.87 mg/kg + 0.68 in sediment were found, with



maximum values of 1.96 mg/kg Hg and 2.05 mg/kg Pb. The presence of mercury in sediments and
water is positively related to the concentrations of this metal in organisms. Bioassays with the
bivalve A. tuberculosa, allowed to conclude that at low mercury exposure concentrations (0.25
ppm), lesions are generated in animal tissue, mainly in sexual cells. The high concentrations of
mercury and lead found in the organisms exceed the maximum permitted concentration established
in Colombia for mercury (0.5 mg/kg) and lead (0.20 mg/kg). In addition, the contamination factor
for mercury (FC =228000 pg/g) and lead (FC =1242.85 ug/g) are considered very high, as is the
potential contamination index for mercury (CP=3.44 pg/g). This allows us to infer that the presence
of metals in the tissue of these bivalves present in the mouth of the Dagua river can generate
alterations in the ecosystem with possible consequences on human health due to the consumption

of these foods.

Key words: Dagua River, Anadara tuberculosa, mercury, lead, histopathology, sediments



Introduccion

La intoxicacion por metales pesados ha provocado una gran preocupacion en entidades
internacionales dedicadas al cuidado de la salud como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO) y la Unidon
europea (UE). Las alteraciones al ecosistema, pérdida de biodiversidad y dafios a la salud humana,
son tres de los principales factores relacionados con la contaminacion por metales en ecosistemas

acuaticos, Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA, 2005).

Las regiones mas afectadas por este tipo de contaminacion, son las zonas costeras. A nivel
mundial, las zonas costeras y estuarinas son areas de gran actividad humana debido a los aportes
de recursos naturales (Maanan et al., 2015). Son considerados los ecosistemas mas productivos de
la tierra, por lo que son una importante fuente de alimento (Costanza et al., 1997). Sin embargo,
debido a su conectividad con las fuentes fluviales, los estuarios también se constituyen en grandes

depositos de contaminantes como los metales pesados (Maanan, 2008).

El estuario formado por la desembocadura del rio Dagua en el Pacifico colombiano, se
considera impactado por contaminantes (Velasquez y Cortes, 1997) pero en él se desarrollan
actividades de pesca de bivalvos, gasteropodos y peces. Estos recursos forman parte de la dieta de
las poblaciones locales. Esta region se encuentra afectada principalmente por contaminacién con
mercurio, consecuencia de la mineria ilegal de oro que empezd en el afio 2009 en la parte baja de
la cuenca del rio Dagua, desencadenando un gran problema ambiental y social (Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible MADS, 2012). La cuenca del Dagua es importante para el pais,

al pasar por ella la carretera por donde se transporta gran parte de la mercancia proveniente del



principal puerto del pacifico colombiano (Buenaventura) y ser la principal aportante de sedimentos
en la Bahia. Segin la Camara Colombiana de la Infraestructura — (CCI, 2008), la carga de
sedimentacion aportada por el rio Dagua y sus afluentes a la Bahia de Buenaventura es de alrededor
de 255.000 toneladas por afio, generando asi un problema ambiental en la region (Gonzélez et al.,

2016).

El bivalvo Anadara tuberculosa, habitante en los sedimentos del bosque de manglar, fue
estudiado como bioindicador de la existencia y acumulacion de metales en la desembocadura del
rio Dagua, dada su importancia ecoldgica, economica y alimentaria en esta region estuarina.
Diferentes especies del género Anadara han sido estudiadas a nivel mundial para determinar
impactos en las zonas de manglar y estuarinas, mostrando que éste género es un buen indicador de
condiciones ambientales (Broom, 1985; Jolley et al., 2004; Kumar et al., 2008; Zahir et al., 2011;
Taylor y Maher, 2012; Dian et al., 2013). Ademas, Ordofiez, 2014 y Singuenza, 2016, usaron la
especie Anadara tuberculosa como biomonitora de metales pesados en la costa ecuatoriana,

indicando su relacién con la presencia de metales en los sedimentos.

En cuanto a los procesos de contaminacién por metales en las zonas estuarinas y
desembocaduras de rios, Colombia es el tercer consumidor de mercurio con fines de explotacion
aurifera artesanal en el contexto mundial (MADS, 2012). Esta actividad se ha constituido en la
principal fuente de exposicion mundial y nacional a este metal (Eisler, 2003). En cuanto al plomo,
la principal exposicion ocurre en el contexto de la manufactura, por ejemplo de municiones,
baterias, soldaduras, entre otras, como también en actividades de pinturas, combustibles para
motores, estacion de servicio automotriz, ceramicas, tuberias, etc., (MADS, 2012), actividades que

son desarrolladas en la cuenca del rio Dagua.



A. tuberculosa es la especie mas intensamente explotada en el pacifico colombiano (Gil-Agudelo
et al., 2011). A nivel local se han realizado estudios sobre aspectos bioldgico-pesqueros de esta
especie (Cantera y Contreras, 1978; Borda y Cruz, 20044, b y c; Espinosa et al., 2010; Roldan,
2010; Gil-Agudelo et al., 2011; Lucero et al., 2012, 2013), los cuales mencionan una reduccion de
las poblaciones y proponen acuerdos de manejo para esta especie. Sin embargo, no se han
desarrollado estudios ecotoxicoldgicos en esta area, involucrando a A. tuberculosa como
bioindicador. Velasquez y Cortes (1997) concluyen gue A. tuberculosa es un buen organismo para
realizar ensayos de bioacumulacion, pero su capacidad de bioacumulacion solo ha sido estudiada
para hidrocarburos (Calero y Zambrano, 1997; Zambrano et al., 2012; Zambrano, 2015) mientras

que el caso de los metales pesados permanece sin estudiar.

Dada la escasa informacion sobre la acumulacion de mercurio y plomo en la desembocadura
del rio Dagua usando como especie bioindicadora, el bivalvo A. tuberculosa, la presente
investigacion se plantea la pregunta: ¢existen bioconcentraciones de mercurio y plomo en A.
tuberculosa que afecten la estabilidad del ecosistema?. Esto permite trazar como objetivo, la
determinacion de las concentraciones de estos metales en sedimentos y organismos, con el fin de
generar las bases para una estrategia de manejo y desarrollo sustentable en la parte baja de la
cuenca. Al respecto, los objetivos especificos se enmarcan en: 1. Caracterizar las condiciones
fisicoquimicas del agua en la desembocadura del rio Dagua, 2. Determinar el nivel de
contaminacion por mercurio y plomo en sedimentos y organismos y 3. ldentificar las alteraciones

histopatoldgicas en el tejido de A. tuberculosa como organismo centinela de la zona estuarina.



2 Materiales y métodos

2.1 Area de estudio

La cuenca del rio Dagua se encuentra situada en la vertiente del Pacifico colombiano en el
departamento del Valle del Cauca, tiene un area aproximada de 142.200 ha. El rio tiene una
longitud de 110 km, naciendo en el Parque Nacional de los Farallones de Cali a 2.200 msnm y
terminando en la bahia de Buenaventura (Aguirre et al., 2016). Para los analisis de pardmetros
fisicoquimicos en agua y metales pesados en sedimentos y organismos, se establecieron 3
estaciones de muestreo denominadas La Ye (03°51°04.0” N — 77°04°00.4” W), Boca 1
(03°51'36.43"N- 77° 03'52.61"W) y Boca 2 (03°51'28.65"N- 77° 4'23.40"W), ubicadas en la
desembocadura del rio Dagua en la bahia de Buenaventura. Con el fin de obtener informacién sobre
la deposicion de mercurio y plomo en los sedimentos de la parte baja del rio Dagua, se muestrearon

las localidades de Cordoba, Campo Hermoso y Guadualito (Figura 1).

En la desembocadura del rio Dagua, la franja del rio que estd influenciada por el agua
salada, se proyecta 3,5 km rio arriba hasta las inmediaciones de Guadualito (Lucero 2000, Lucero
et al., 2006). A orillas de ésta franja hay extensos cinturones de manglar con dominancia de las
especies Avicenia germinans, Rhizophora mangle, R. racemosa, Laguncularia racemosa y
Pelliciera rhizophorae. Estas especies forman extensiones de bosques de tipo fisiografico conocido

como bosque riberefio de manglar (Prahl et al., 1990).
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Figura 1. Localizacién de las estaciones de estudio en la desembocadura del rio Dagua
(Fuente: Elaboracion propia)

2.2 Parametros fisicoquimicos y analisis

Los datos de los parametros fisicoquimicos fueron obtenidos en la desembocadura del rio
Dagua. Se realizaron siete (7) muestreos entre julio de 2016 y enero de 2018, distribuidos de la
siguiente manera: en julio (1), octubre (2) y diciembre (3) de 2016, abril (4), julio (5) y octubre (6)
de 2017 y enero (7) de 2018. Se utiliz6 una sonda multiparamétrica HANNA 9829 para la medicién
en dos profundidades (superficial y fondo) de Oxigeno disuelto (ppm), pH, temperatura (°C),
solidos disueltos totales TDS (ppt), saturacion de oxigeno (%) y salinidad (UPS), de acuerdo con
AWWA y WEF, 2005. En cada estacion se realizaron las mediciones a lo largo de un transepto
perpendicular a la direccion de la corriente del rio, en tres (3) puntos equidistantes del mismo. Las

mediciones se realizaron tanto en marea alta (pleamar) como en marea baja (bajamar) teniendo en



cuenta el estado de las mismas (mareas vivas o de Sicigias y mareas muertas o de cuadratura)
localmente conocidas como “Puja y Quiebra”, con el fin de determinar la influencia de los aportes

del rio y del mar sobre las condiciones hidricas del estuario.

Debido a que no se cumplieron los supuestos de normalidad (prueba de Kolmogorov-
Smirnov) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene y modificada por Brown-Forsythe,
1974)) para los analisis del tipo Anova (Kuehl, 2001), se procedio a utilizar la prueba de Kruskal
Wallis (Zar, 1999), para analizar la significancia en la variacion espacial y temporal de los

parametros fisicoquimicos analizados. Para ello se usé Minitab 18 Statistical Software.

2.3  Bioensayos e Histologia en Anadara tuberculosa

Bioensayos: Con el fin de analizar los niveles de bioacumulacién de A. tuberculosa en su
medio natural, se realizaron pruebas de toxicidad con mercurio en estos organismos, siguiendo las
metodologias sugeridas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), 1981; la Asociacion Norteamericana de obras sanitarias, la Asociacion
Americana de Salud Publica /AWWA/APHA /WEF), 2005 y la Agencia de Proteccién del Medio
Ambiente (EPA), 1992, 2003). Los organismos para los bioensayos se obtuvieron en los bancos
naturales de A. tuberculosa en el estuario del rio Dagua, usando la metodologia tradicional de
captura, (Lucero et al., 2012). Debido al poco conocimiento sobre la toxicidad del mercurio para
las pianguas A. tuberculosa, se realizd una prueba de tanteo, para lo cual se usaron las siguientes
concentraciones: 62,5 pg L™ 125 ug L, 250 pg L, 500 ug Lt y 1.000 pg L2, siguiendo un factor
de incremento de 2 (lannacone et al., 2003) y un namero de cinco organismos en los acuarios

(Zambrano, 2015).



La exposicién del organismo a la solucion del metal fue por 96 horas sin recambio de agua
ni alimentaciobn y con aireacion continua. Se midieron los pardmetros fisicoquimicos,
comportamiento y mortalidad cada 24 horas. Con base en los resultados de la prueba de tanteo, se
realizd la prueba definitiva usando las siguientes concentraciones: 0,250 mg/L Hg, 1 mg/L Hg,
1,75 mg/L Hg y 3,25 mg/L Hg y un control libre de mercurio (lannacone et al., 2003; FAO, 1981).
Se utilizaron 15 individuos elegidos al azar por concentracion en un disefio en bloque
completamente aleatorizado con tres repeticiones por concentracién, (lannacone et al., 2003). La
estimacion de la concentracion letal media (CLso) y sus respectivos limites confianza al 95% se
calcularon usando el programa estadistico computarizado PROBIT, version 1.5 de la USEPA

(lannacone et al., 2003).

Histologia: Al término de los bioensayos, los organismos fueron retirados de los acuarios
para analisis de bioconcentracion en tejido y evaluacion de dafios histolégicos. La extraccion del
tejido se realizo siguiendo recomendaciones de Lucero et al. (2012, 2013), y la tincion segin Diniz
et al. 2008. Las laminillas obtenidas fueron analizadas en un microscopio Olympus BX53 y las
imagenes fueron capturadas con una cdmara AmScope de 18MP acoplada al microscopio. Este
proceso fue realizado en el Centro de Sanidad Acuicola, de la Escuela de Acuicultura y Pesqueria

- FCV, Universidad Técnica de Manabi, Ecuador.

Con el fin de comparar la accion de mercurio en el tejido de los individuos sometidos a
bioensayos con aquellos encontrados en el medio natural, se analizaron muestras de tejido de 10

individuos de A. tuberculosa provenientes de los manglares de Bahia Malaga, como un control
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silvestre , por considerarse esta zona libre de contaminacion por mercurio. La extraccion del tejido,

siguio el mismo tratamiento que para los individuos de los bioensayos.

2.4 Evaluacion de la concentracion de mercurio y plomo en tejidos y sedimentos

Los muestreos para analisis de mercurio y plomo, fueron realizados en octubre y diciembre
de 2016 y posteriormente en abril y junio de 2017 en la desembocadura del rio Dagua.
Aproximadamente 40 individuos de bivalvo fueron obtenidos del medio natural por muestreo para
bioacumulacion en tejido y dos muestras de 1 kg cada una para analisis de sedimentos en las
estaciones Cérdoba y desembocadura. Se obtuvo una muestra puntual de sedimentos en Campo
hermoso y Guadualito. Los organismos recolectados y el sedimento fueron almacenados en bolsas
de polietileno, etiquetados con fecha y sitio de colecta y refrigerados para ser trasladados hasta el
Laboratorio de Analisis industriales de la Universidad del Valle. EI método empleado para la
deteccion de mercurio fue vapor frio y para el plomo fue Ilama mediante espectrofotometria de
absorcion atomica, siguiendo el protocolo propuesto por Kumar et al., 2008 y la Organizacién

Mundial de la salud (OMS, 2013).

Para el analisis de los datos, se aplico el analisis de correlacion de Pearson para determinar

la relacion entre la concentracion de metal en sedimentos y en el tejido de A. tuberculosa con un

nivel de significancia del 5% (Zar, 1999).
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2.5 Indices de contaminacion

Con el fin de generar una aproximacion al indice de riesgo ecologico en el estuario del rio
Dagua, se utilizé el factor de contaminacién propuesto por (Hakanson, 1980), el cual describe la
contaminacion toxica de una sustancia a partir de un valor de referencia preindustrial del metal

(0,25 ug /g Hg y 70 pg/g Pb) y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Donde C} es el factor de contaminacion, C}_, es el contenido medio de la sustancia en el

sedimento (Hg y Pb), C.: es el valor de referencia preindustrial de la sustancia. Para describir el
factor de contaminacion, se usa la siguiente terminologia como una aproximacion del indice de

riesgo ecoldgico (Hakanson, 1980):

Si C}< 1, el factor de contaminacion se considera bajo, esto indica baja contaminacion en
los sedimentos de la sustancia problema

Sil< C} < 3, el factor de contaminacion se considera moderado
Si3< Cfi < 6, el factor de contaminacion es considerable

Si Cfi > 6, el factor de contaminacion es muy alto

Se determind también el indice potencial de Contaminacion (CP), (Davaulter and

Rognerud, 2001 y Maanan et al., 2015), mediante la siguiente ecuacion:
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Metal,,qx
B Me talmedl-o

Donde Metal,,,,, €5 la maxima concentracion encontrada del metal en el sedimento y
Metal,,.q4i0, €S €l valor promedio del metal en las muestras de sedimento. La interpretacion de los
valores de Cp, sugieren que si CP<1 indica baja contaminacion, si 1<CP<3 la contaminacion es
moderada y si CP>3 la contaminacion es considerada muy severa (Davaulter and Rognerud, 2001).

Con las concentraciones de mercurio y plomo en sedimentos y organismos, se determing el
factor de bioconcentracion (BCF) en A tuberculosa, como la relacion entre la concentracion del
metal en el tejido animal (Cgnimar) Y 12 concentracion en el medio (Cpneqio), (Phetsombat et al.,

2006), utilizando la siguiente ecuacion:

B CF — Canimal

Cmedio
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3 RESULTADOS

3.1 Variacion espacial y temporal de los pardmetros fisicoquimicos.

A nivel espacial se encontr6 que Unicamente la salinidad, presenta diferencias
estadisticamente significativas entre las estaciones de estudio (Hz, 2645, 0.000; <0.05), mientras que
los deméas pardmetros tuvieron un comportamiento similar en las tres estaciones evaluadas
(p>0,05). A nivel temporal (periodos de muestreo), se observaron diferencias significativas entre
los muestreos (n=202, gl=6, p<0,05). En términos generales la salinidad media en la
desembocadura del rio Dagua fue de 10,8 UPS * 7,9 UPS, con registros mayores en la estacion
Boca 2 (13,6 UPS + 8,16 UPS) y menores en la estacion La Ye (7,6 UPS + 6,8 UPS). La
concentracion media de oxigeno fue de 7,2 ppm £ 2,0 ppm y su porcentaje de saturacion 93,3 % *
23,7 %, parametros que registraron variaciones durante el tiempo de estudio. El estuario presenta
temperaturas medias de 26,6 °C £ 1,7 °C, pH de 7,4 £ 0.5 y TDS del16,8 ppt £ 247,6 ppt

considerados normales para este tipo de ambientes (Figuras 2a, 2b y 2c).

Los parametros TDS y salinidad, se ven influenciados por los periodos de mareas vivas o
de Sicigias (93,5 ppt £ 247 ppt y 14,564 UPS + 8,01 UPS) y mareas muertas o de cuadraturas
(129,6 ppt £247,9 ppt y 8,78 UPS £7,01 UPS), los demas parametros no registraron variaciones

importantes entre estos estados.

La condicion de las mareas (pleamar y bajamar) influencié algunos parametros ambientales
como los TDS y la salinidad. Durante la bajamar aumenté la concentracion media de TDS (136,2

ppt £269 ppt) y disminuyd la salinidad (7,79 UPS % 5,7 UPS), mientras que durante la fase de
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pleamar ocurrid el proceso inverso, los TDS disminuyeron (92,1 ppt £216,1 ppt), mientras que la

salinidad aumento (14,7 UPS £ 8,6 UPS).
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Figura 2a. Comportamiento temporal (muestreo) y espacial (estacién) de los parametros
fisicoquimicos del agua en el estuario del Dagua (muestreos; 1: julio 2016; 2: octubre 2016; 3:
diciembre 2016; 4: abril 2017; 5: julio 2017; 6: octubre 2017 y 7: enero 2018).
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Figura 3b. Comportamiento temporal (muestreo) y espacial (estacion) de los parametros
fisicoquimicos del agua en el estuario del Dagua (muestreos; 1: julio 2016; 2: octubre 2016; 3:
diciembre 2016; 4: abril 2017; 5: julio 2017; 6: octubre 2017 y 7: enero 2018).
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El efecto combinado de las mareas muertas y el estado de pleamar indican que el pH y la
temperatura del agua estuarina disminuyeron en estos eventos mareales. El estuario del rio Dagua,
presentd algunos procesos de estratificacion en los parametros ambientales, principalmente de la
salinidad y la concentracion de oxigeno disuelto. La salinidad fue mayor en la zona profunda (12,16
UPS £7,96 UPS) y menor en la superficie (9,53 UPS £7,65 UPS), mientras que el oxigeno disuelto
fue menor en la zona profunda (6,823 mg/L +2,07 mg/L) y mayor en la superficie (7,57 mg/L +
1,98 mg/L). Los demas parametros fisicoquimicos no presentaron diferencias significativas entre

las zonas profunda y superficie (p>0,05).

3.2 Bioensayos

Los parametros fisicoquimicos se mantuvieron estables en el proceso de aclimatacion,
depuracion, prueba de tanteo y definitiva de los bivalvos. Las temperaturas fluctuaron entre los
24,03 °C y 25,57°C; pH entre 7,6 a 8,16; Salinidad entre 15,1 PSU y 16,6 PSU y OD entre 3,89
mg/L y 8,02 mg/L. Estos valores se registraron en condiciones naturales en el estuario del rio

Dagua y son reportados en otros estudios en la zona (Lucero et al, 2006)

Todos los acuarios presentaron condiciones fisicoquimicas similares. La concentracion letal
media CLso-96 de A. tuberculosa por el método PROBIT, fue calculada en 5,011 ppm Hg (Chi? para
heterogeneidad calculada = 1,668; t-vaiue 0,05= 5,991), se encontro que la concentracion de mercurio
en el tejido de esta especie aumentd con la concentracion de mercurio en el agua, Tabla 1. El
analisis de correlacion de Pearson demostro una relacion alta y positiva entre la concentracion de

mercurio en el agua y la concentracion en el tejido de los bivalvos expuestos (r=0,921; p=0,000).
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Tabla 1. Resultados de la concentracion de mercurio en el tejido de Anadara tuberculosa

expuestas experimentalmente a diferentes concentraciones del metal en sistemas de acuario.

No. De Concentracionde  Concentracion media Coeficiente de
acuarios exposicion (mg/L)  en el tejido (mg/kg) variacién
1 (Control) 0,00 2,11 0,80
2 0,25 2,36 3,70
3 1,00 4,07 1,55
4 1,75 7,10 1,40
5 3,25 11,63 1,53
Promedio 6,35 1,86
Desviacion estandar 4,45 1,35
3.3 Histologia

Los ejemplares analizados de Bahia Malaga (control silvestre) mostraron buen estado de los
tejidos, sin alteraciones autoliticas (Figura 3a-f). En el hepatopancreas se observa una excelente
estructura tubular con abundantes reservas en el citoplasma de las células epiteliales. Los tabulos
se observan unidos entre ellos con escaso tejido conectivo intertubular. El epitelio intestinal no
muestra alteraciones autoliticas, se observan las células epiteliales cilindricas con nucleos
alargados y microvellosidades en el borde apical del epitelio. La génada se observa en buen estado,
distinguiéndose un citoplasma ligeramente basofilo con nucleo prominente conteniendo uno o
varios nucléolos en su interior. En ninguno de los tejidos se aprecia desprendimiento o alteraciones
tisulares compatibles con autolisis como eosinofilia, nicleos fantasmas, o degeneracion nuclear
(picnosis, cariorexis o cariolisis) sin infiltracion celular asociada. Se observan alteraciones sutiles

compatibles con la exposicion a contaminantes. Estas alteraciones son infiltracion de células café
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alrededor de los tubulos del hepatopancreas y del intestino (ver Figura 3d) y ligera atrofia de los

tubulos del hepatopancreas con descamacion celular hacia la luz (ver Figura 3e).

Las placas del bioensayo, en los diferentes tratamientos, muestran diferentes grados de
autolisis severa (Figura 4) mostrando que la pared del tbulo esta ligeramente atrofiada hacia el
lado izquierdo y se observan hepatocitos desprendidos en la luz, lo cual sugiere que los organismos
murieron como consecuencia de la exposicion al cloruro de mercurio, y que incluso la dosis minima
aplicada es letal para esta especie. Sin embargo, el grupo control de los tratamientos (prueba in-
vitro) muestra autolisis moderada de los tejidos (Figura 5), lo cual indica que es necesario realizar
nuevas pruebas para confirmar la influencia de este metal en las alteraciones histolégicas de esta

especie.
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Figura 3. Tejidos de pianguas Anadara tuberculosa de Bahia Méalaga (Control silvestre). a. Vista
panordmica mostrando la organizacidn tisular. b. Detalle de intestino mostrando el epitelio (EP) y
el tejido conectivo (TC) subyacente. c. Tejido gonadal mostrando los oocitos con su nucleo (N)
prominente y sus nucléolos (flecha). d. Tejido hepatopancreatico mostrando los tabulos con su
lumen (Lu) y los senos hemales con hemocitos (flecha) en el espacio intertubular. Nétese ligera
infiltracion de células café en el espacio intertubular. e. Detalle de un tibulo del hepatopéancreas
mostrando el epitelio (EP), el lumen (Lu) y la lamina basal (flecha). f. Detalle del intestino
mostrando los ndcleos (flecha) de las células del epitelio (EP). N6tese la cromatina en el interior
del ndcleo y la organizacion celular. Tincion H-E. Magnificacion: a = 40x; b, ¢, d = 400x; e, f =
1000x.
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Figura 4. Tejidos de pianguas Anadara tuberculosa del tratamiento (3,25 ppm de CloHg). a. Vista
panordmica mostrando tejido muscular (M) y hepatopancreatico (HP). Nétese la organizacién
tisular a pesar del avanzado estado de autolisis. b. Gonada (G) mostrando oocitos desprendidos
(flecha) y autoliticos. c. Intestino mostrando el epitelio intestinal (EP) desprendido de la 1dmina
basal (flecha) por efecto de la autolisis. No6tese el aspecto desorganizado de las células epiteliales
y la hipercromia de los nucleos picnoticos. d. Detalle de la imagen anterior mostrando los nucleos
picnoticos (flechas) en el epitelio (EP) intestinal (1). e. Detalle del hepatopancreas mostrando la
autolisis del epitelio tubular (EP) y el desprendimiento de la lamina basal (flecha). El epitelio
tubular es una masa amorfa donde no se distinguen los nucleos. f. Detalle de la génada mostrando
los nucleos picnoticos (flechas) de los oocitos y de las células del tejido conectivo. Tincién H-E.
Magnificacion: a = 40x; b, ¢ = 100x; d, e, f = 400x.

22



Figura 5. Tejidos de pianguas en Anadara tuberculosa del tratamiento control (sin concentraciones
de HgCly).a. Vista panoramica mostrando tejido conectivo (TC), muscular (M) y hepatopancreético
(HP). Notese la organizacion tisular a pesar del moderado estado de autolisis. b. Intestino (1)
mostrando una apariencia casi normal, excepto por el fuerte infiltrado hemocitico (*) alrededor. La
intensidad del color es un artefacto debido a un mayor grosor del corte. c. Tejido muscular (M) con
apariencia casi normal, excepto por la degradacion del tejido en la parte superior derecha. d. Detalle
de la imagen anterior mostrando fibras musculares (M) aparentemente normales con zonas de
degradacidn (*) e infiltracion de hemocitos (flechas). e. Detalle del hepatopancreas mostrando la
autolisis del epitelio tubular (EP) y el desprendimiento de la ldmina basal (flecha). El epitelio
tubular aun muestra ntcleos de células epiteliales en buen estado. f. Detalle del intestino mostrando
una apariencia casi normal del epitelio intestinal (EP) excepto por el desprendimiento (*) de la
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ldmina basal y algunos nucleos picnéticos (flecha) en el tejido conectivo subyacente. Tincion H-E.
Magnificacion: a, b, ¢ = 40x; d = 100x; e, f = 400x.

3.4 Mercurio y plomo en sedimentos

Se encontrdé que existe una concentracion importante de mercurio y plomo en los
sedimentos de la parte baja de la cuenca hidrografica del rio Dagua. Las concentraciones medias
fueron de 0,57 mg/kg £ 0,74 de mercurio, mientras que de plomo fue 0,87 mg/kg + 0,68, con

variaciones entre las estaciones y épocas estudiadas.

En octubre de 2016 para la estacion de Cérdoba y en diciembre del mismo afio para la
desembocadura del rio Dagua (zona estuarina), no se detectaron concentraciones de mercurio en
sedimentos (Tabla 2). En términos generales las estaciones de Cordoba (0,844 mg/kg Hg + 1,298
mg/kg Hg) y estuario del rio Dagua (0,718 mg/kg Hg + 0,736 mg/kg Hg) presentaron la

concentracion media de mercurio mas alta.

El plomo también mostré variaciones importantes a nivel espacial y temporal. En los
muestreos de abril y junio de 2017, no se detecto el metal, mientras que en los muestreos restantes,
la concentracién vari6 entre 0,062 mg/kg en Cérdoba (octubre de 2016) y 2,0491mg/kg en la
desembocadura del rio Dagua (julio 2016). Concentraciones mas altas de plomo, fueron registradas
en Campo Hermoso y zona estuarina, sus registros se presentaron en 2016 pero no en 2017 (Tabla

2).
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Tabla 1. Registros de mercurio y plomo en sedimentos de la parte baja de la cuenca hidrogréfica

del rio Dagua durante 2016 y 2017 en el Pacifico colombiano.

., Mercurio Plomo
Fecha Estacion
(mg/kg) (mg/kg)
Campo Hermoso 0,0459 12612
P 0,0673 <0,10
) 0,1142 0,9013
16/07/2016  Guadualito 0.0606 0.1527
Desembocadura rio Dagua 0,1808 2,0491
g 0,1037 1.9939
. 0,22 <0,1
10/10/2016 Desembocadura rio Dagua 019 <01
Cérdoba <0,02 0,062
<0,001 0,563
Desembocadura rio Dagua ' ’
16/12/2016 urario Lagu <0,001 0,574
Cérdoba 0,021 0,276
27/04/2017  Desembocadura rio Dagua 0,983 N.D.
g 0,436 N.D.
i 0,1706 N.D.
06/06/2017 ordeee 2,34 N-D.
Desembocadura rio Dagua 1,96 N.D
g 1,67 N.D.
Promedio General 0,57 0,87
Desviacion estandar 0,74 0,68

N.D. no dectado por el método

3.5 Mercurioy plomo en el tejido de Anadara tuberculosa

La concentracion media de mercurio en los tejidos de A. tuberculosa capturada del medio
natural en la desembocadura del rio Dagua, se considera alta (Tabla 3). Los resultados indican que

se presentd un incremento de la bioconcentracion de este metal en el muestreo de julio de 2017,
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con valores superiores a la normatividad colombiana para el consumo de productos marinos (0,5
mg/kg Hg). La concentracion de plomo en las pianguas se considera baja y poco frecuente ya que

solo fue detectado en el Unico muestreo de diciembre de 2016 (Tabla 3).

Tabla 2. Registros de mercurio y plomo en el tejido del bivalvo Anadara tuberculosa entre 2016

y 2017 en la desembocadura del rio Dagua, pacifico colombiano.

Mercurio
Fecha (mg/kg) Plomo (mg/kg)
oct-16 0,19 <0,1
dic-16 <0,001 0,114
abr-17 0,1542 N.D.
abr-17 0,2097 N.D.
jul-17 11,29 N.D.
jul-17 3,68 N.D.
Promedio 3,105 -
Desv. Estandar 4,493 -

N.D. No detectado por el método

El incremento de mercurio en tejido durante julio de 2017 coincide con el aumento de
mercurio en sedimentos para la misma temporada, lo cual sugiere una relacion entre la
concentracion de mercurio en sedimentos y en el tejido de los organismos. De hecho, el analisis de
correlacion de Pearson mostrd una relacion fuerte y positiva entre estas dos variables con un valor

de r=0,930 y p-value de 0,239 (0,05).

3.6 Indices de contaminacién

Los indices de contaminacién mostraron que la region estuarina del rio Dagua (desembocadura
del rio Dagua), presenta niveles de contaminacion altos. El factor de contaminacion encontrado
para el mercurio es de FC =228000 pg/g y para plomo es de FC =1242,85 ug/g, considerados muy
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altos. Igualmente el indice potencial de contaminacion con mercurio es de CP=3,44 ug/g, que
indica una contaminacion muy severa, mientras que para el plomo se considera moderada (CP=2,35
Kg/g). Estos registros indican un alto potencial de contaminacion y bioconcentracion de estos
metales en organismos filtradores como los bivalvos A tuberculosa, en los cuales se encontr6 un
factor de bioacumulacion alto de mercurio (BCF= 5,447 ug/g)
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4 Discusién

4.1 Parametros fisicoquimicos

El comportamiento bimodal de las precipitaciones en la parte alta de la cuenca y monomodal
en la parte baja (Gonzélez et al., 2016), influencia la variacion temporal de los pardmetros
ambientales en el estuario del rio Dagua. Las 255.000 ton/afio de lodo y sedimento, que deposita
el rio Dagua y sus afluentes en la Bahia (Gonzalez et al., 2016), son responsables de la deposicion

de mercurio en la desembocadura del rio.

Parametros importantes como la salinidad, temperatura y pH aumentan durante las pleamares
y en temporadas de mareas vivas o de Sicigias, debido a la intrusion de las mareas. EIl oxigeno
disuelto y los sélidos disueltos totales, dependen de la descarga del rio Dagua, ya que estos
aumentan durante la bajamar y en temporada de puja, momentos durante los cuales aumenta la
energia fluvial en el estuario. El aumento de TD durante la bajamar indica que el rio Dagua es el
principal aportante de mercurio en el estuario del rio Dagua, ya que los TDS cargados de materia
organica, se depositan en los suelos de manglar durante la bajamar. La materia organica ha sido
registrada en algunos trabajos con una fuerte relacion con el mercurio (Rua et al., 2013; Herrera et
al., 2013; Gamboa, 2017) por lo que su acumulacion en el estuario del rio Dagua sugiere también
el aumento de este contaminante en la region estudiada. Investigaciones en el pacifico colombiano

han mostrado que el mercurio total aumentd en los sedimentos de la Bahia de Buenaventura cuando
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las descargas de agua dulce fueron mayores (Panesso, 2017). Otros autores también confirman este

hecho (Bratkic et al., 2013; Marrugo-Negrete et al., 2015)

4.2 Gravedad y sensibilidad al tensor mercurio

La concentracion letal media CLso.9s de Anadara tuberculosa calculada en 5,011 mg/L Hg,
(Chi? catculado= 1,668, CN? tabulado = 5.901; a0 = 0,05), se considera alta, teniendo en cuenta que Patel et al.
1990, encontré en Anadara granosa, una LCse-06 de 0,2mg/L. Con estos resultados se sugiere

realizar nuevas pruebas con A. tuberculosa para definir su letalidad a la exposicion con mercurio.

El promedio de acumulaciéon de mercurio en A. tuberculosa, aumentd considerablemente con
el incremento de la concentracion de mercurio en el agua. La mortalidad de las pianguas se
relaciond con el incremento del mercurio en el agua y con el nivel de acumulacion en el tejido. Por
ejemplo el nivel de mayor bioacumulacién (15,63 mg/kg Hg), se obtuvo en el acuario de mayor
concentracion de este metal (3,25 ppm), presentando el mayor porcentaje de mortalidad. Estos
resultados deben ser considerados de alto riesgo para el consumo como producto alimenticio,
teniendo en cuenta que esta especie, ha mostrado una alta capacidad de bioacumular el metal sin

causarle la muerte.

Los resultados indican que la principal via de acceso del mercurio al estuario, es el rio Dagua,
generando concentraciones importantes tanto en sedimentos y bioacumulacion en organismos.
Resultados similares fueron encontrados en zonas costeras marinas por Taylor y Maher, 2012 en
Anadara trapezia expuesta a sedimentos enriquecidos con cadmio bajo condiciones contraladas.

Estos autores también encontraron que esta especie tiene el potencial de incrementar las
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concentraciones de cadmio en sedimentos enriquecidos, lo cual puede generar dafos al individuo
a nivel celular y subcelular. Lo anterior sugiere que el género Anadara tiene un alto poder de
bioacumular metales cuando estos se encuentran disponibles en el medio, debido a su capacidad

filtradora.

Los niveles de concentracion de los metales analizados en el tejido de los organismos se
consideran altos, ya que en algunos casos la concentracion supera los limites permitidos por la ley

colombiana y por las organizaciones internacionales.

El alto nivel de autolisis en las muestras analizadas no permitié determinar las alteraciones
histoldgicas debido al mercurio. La autolisis es el proceso de descomposicién del tejido una vez
que el organismo muere. En organismos acuaticos, este proceso es muy rapido y pasado 15 minutos
genera notable alteracion en los tejidos, Aunque el grado de autolisis en las muestras analizadas es
tan severo que indica que las alteraciones celulares ocurrieron post-mortem, estos resultados

muestran la influencia del mercurio en la supervivencia de la especie.

La deteccion de mercurio en el agua y sedimento son buenos indicadores de la presencia de
este metal en el tejido de los organismos, con lo cual se pueden generar alertas de riesgo ecoldgico.
Lo anterior permite indicar que algunas actividades antrdpicas en la parte alta y media del rio Dagua
aportan mercurio al rio, representan un alto riesgo ecologico tanto para la salud como al ecosistema.
Los niveles en que este metal se encuentra en los sedimentos y organismos de la desembocadura
del rio Dagua, permiten sugerir un alto nivel de contaminacion que pone en riesgo la salud y al
ecosistema en general. La implementacion de su control y monitoreo permanente, permiten reducir

los impactos ambientales, sociales y economicos que las actividades antrépicas puedan generar.
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4.3 Mercurio y plomo en sedimentos

Las concentraciones de mercurio encontrado para los sedimentos en la cuenca baja del rio
Dagua (0,02-2,34 mg/kg Hg), son superiores a lo registrado por Velasquez y Cortés (1997) en
Buenaventura y otras areas del Pacifico sur de Colombia (0,2 - 0,6 mg/kg). También a lo reportado
por Baena (2010) en la desembocadura del rio Dagua (0,1 pg/g de peso huimedo), a lo encontrado
por Panesso (2017) en la bahia de Buenaventura (0,04 a 0,10 ng/g) y a lo reportado por Hernandez
etal. (2013) en zona de alto impacto (0,0609 nug/g + 0.001 pg/g) y en zonas de impacto desconocido
del rio Dagua (0.0578 pg/g £ 0.00002ug/g) y a lo encontrado por Gamboa (2017) en Buenaventura
(0,15 hasta 0,01 mg/kg). Estos resultados muestran que actualmente existen niveles de
contaminacion por mercurio en sedimentos del estuario del rio Dagua, en concentraciones altas que
superan los limites establecidos por la OMS, la cual estipula que el nivel maximo de mercurio

permisible en sedimentos es de 0,1 pg/g (peso seco).

Lo anterior demuestra que el mercurio ha aumentado desde 1997 en los sedimentos del
ecosistema. Al respecto, el mercurio tiene la ventaja de acumularse en el tiempo, después de no
existir la actividad que provoca su presencia en el medio, por lo que no es casual encontrar estas
concentraciones en los sedimentos de zonas influenciadas por actividades mineras como el rio
Dagua, a pesar de haber disminuido el impacto de la actividad en la cuenca. Resultados similares
fueron encontrados por Cogua et al. (2012), quienes comprobaron la persistencia del mercurio en
los sedimentos de la bahia de Cartagena y su presencia en el ecosistema despues de muchos afios

de no existir la fuente directa de contaminacion.
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Las concentraciones de plomo fueron inferiores en el presente trabajo (0,15 mg/kg Pb -2,05
mg/kg Pb) con respecto a lo reportado por Velasquez y Cortes (1996) en la bahia de Buenaventura
(20,6 mg/kg — 38,6 mg/kg). Finalmente, en este trabajo se evidencio que el plomo ha disminuido

sus concentraciones, convirtiéndose en un tensor poco importante en la zona.

4.4 Mercurio y plomo en el tejido de Anadara tuberculosa

Las concentraciones de mercurio encontradas en A. tuberculosa capturadas en la
desembocadura del rio Dagua, superan la concentracion maxima permitida en moluscos bivalvos
segun la Union Europea, 2014, la cual indica 0,5 mg/kg para el mercurio. Resultados similares
fueron encontrado por Tobar et al., 2017 en la provincia del Oro-Ecuador, quienes registraron
concentraciones de mercurio en esta especie con valores superiores a los limites maximos
permisibles por las normas internacionales. No obstante, en la bahia de Buenaventura, Panesso
(2017) encontro en poliquetos, concentraciones de mercurio entre 0,04 pg/g y 0,19 pg/g de HgT,
mientras que en Bivalvos del orden Cardiida, presentaron concentraciones en el rango de 0,04 ng/g
de HgT a 0,10 pg/g de HgT. Estas concentraciones reportadas son inferiores a las encontradas en
el presente trabajo, lo cual muestra la gravedad de la contaminacion por mercurio en la

desembocadura del rio Dagua.

Segun la Resolucion 776 de 2008 del Ministerio de la Salud y Proteccion Social en Colombia,
se establecio que la concentracion méxima de mercurio en productos pesqueros puede ser de 0,50
mg/Kg para otras especies como los bivalvos, mientras que para el plomo establece como limites

maximos 0,20 mg/kg. Al respecto, la concentracion de mercurio en pianguas encontrada en julio
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de 2017 (3,68 mg/kg y 11,29 mg/kg), supera la concentracion maxima permitida en Colombia,

indicando que el consumo de éstos es peligroso para la salud humana.

No obstante la presencia de plomo en esta especie se considera despreciable, y el Unico registro
encontrado en diciembre de 2016 (0,114 mg/kg Pb) se encuentra por debajo del valor de referencia
permitido el cual indica que el valor maximo permitido para moluscos bivalvos es de 1,5 mg/kg Pb
(Reglamento UE 2015/704). De hecho, este valor esta por debajo de lo reportado por Marin (1996)
en moluscos de Buenaventura (0,18 mg/kg; maximo de 1,23 mg/kg). Resultados similares para el
plomo fueron obtenidos por Siguenza (2016) en A. tuberculosa, quien encontré que en la
desembocadura del rio Pital en la costa Ecuatoriana, no hay riesgo para la salud por el consumo de
esta especie. lgualmente Ordofiez (2015) encontré que los niveles de plomo en esta especie no
fueron detectables en la provincia del Oro en Ecuador. Lo anterior indica que la presencia de plomo
en esta especie es muy baja y no representa un riesgo ecolégico y riesgo para la salud de los

consumidores.

Las altas concentraciones de mercurio encontradas tanto en los sedimentos como en los
organismos de A. tuberculosa, indican el transporte de este metal desde las partes altas de la cuenca
como resultado de la actividad minera que se ha ejercido desde tiempo atras, planteamiento que
también fue sugerido Guzman y Garcia (2002) en zonas pristinas de Panama alto. Ademas Panesso
(2017), encontro que la mayor entrada de mercurio en la bahia de Buenaventura puede estar
relacionada con los aportes del rio Dagua y relacionadas con la temporada de lluvia. Esto coincide
con lo reportado en el presente trabajo en donde los aportes del rio Dagua a la zona estuarina se
relacionan con cargas de sedimentos y contaminantes a la bahia de buenaventura como producto

de actividades antrépicas en la parte alta y baja de la cuenca.
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El factor de contaminacion y el indice potencial de contaminacion demostraron una
contaminacion severa en el medio, que afecta la calidad del ecosistema. Ademas se demostré el
poder de bioacumulacion en el bivalvo Anadara tuberculosa con sus implicaciones en alteraciones
al tejido animal y principalmente en el tejido gonadal. Estos organismos tienen la capacidad de
bioacumular mercurio en concentraciones superiores a las encontradas en el medio (suelo y agua)
y el poder de biomagnificacion en el ecosistema a través de la cadena tréfica, los hace peligroso

para la salud humana y ambiental.

4.5 Aspectos socio-ambientales y desarrollo sostenible

De acuerdo a los resultados obtenidos, es recomendable la implementacidn de un sistema de
monitoreo participativo entre las comunidades locales, instituciones de investigacion y académicas
y entidades del estado encargadas de la proteccion del medio ambiente. EI monitoreo en agua y
organismos de las zonas directamente impactadas y de las de bajo impacto por la actividad minera,
podrian generar mejores y nuevas estrategias de control a la contaminacion, con normativas que

ayuden a mejorar la calidad del ambiente y proteger la salud de las poblaciones humanas.

Estas estrategias de control a la contaminacién en el rio Dagua, permitiran seguir un enfoque
racional de las politicas econdmicas; mostrar respeto por las generaciones futuras al integrar la
preocupacion por la proteccion ambiental en la toma de decisiones; y progresivamente evolucionar

hacia la plena participacion de todos los actores interesados, Barboza (2000).
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5 Conclusiones

No se encuentran registros de bioensayos de toxicidad con mercurio en Anadara
tuberculosa a nivel mundial, por lo que no se conocen otros registros histéricos de concentracion
letal media en esta especie. Por lo tanto, los resultados encontrados en el presente trabajo (CLso-96

5,011 ppm Hg) se constituyen en informacion pionera en Colombia para esta especie.

De acuerdo a lo anterior, se determina que las pianguas en el estuario del rio Dagua,
presentan algin nivel de contaminacién. Esto debido al alto porcentaje de individuos afectados por
lesiones, lo cual se puede relacionar con pobre calidad ambiental de las aguas debido al

contaminante expuesto.

Se concluye que las concentraciones bajas de mercurio (0,25 ppm), generan lesiones
severas en el tejido de los animales principalmente en las células sexuales, provocando un
degeneramiento de las mismas con pérdida de membrana celular y nuclear. Aunque estas
concentraciones no provocan la muerte de los organismos, afectan el potencial reproductivo de la
poblacién y con ello la disminucion de las mismas. En consecuencia con lo anterior, se considera
que el rio Dagua es el principal aportante de la contaminacidn por mercurio al estuario, en razén

del gran aporte de sedimentos y agua desde la parta alta de la cuenca.

Los altos niveles de bioconcentracion encontrados en el bivalvo Anadara tuberculosa, y las

altas concentraciones en el sedimento del manglar, sugieren que esta acumulacion se debe a un

proceso de concentracion de hace varios afios, que puede estar relacionado con el auge de la mineria
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de oro que empezd en el 2009 en la region de Cisneros y otras zonas de la cuenca alta del rio Dagua,

asi como de otras actividades antropicas en la region.
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