GEOGACETA, 43, 2007

Estudio morfolagico y microestructural de Crassostrea gigas en
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ABSTRACT

This work analyses the morphology and the microstructural characteristics of some specimens of Crassostrea
gigas collected in diferents points of the Biscay coast. Oysters recollected in yachting harbours, where they
are in contact with tributyl-tin (TBT), have morphologycal and microstructural shell anomalies. The presence
of TBT in the sea water and the associated shell anomalies in oyster are more obvious and detectables in
spring because of the maintenance of the ships. In other sampling areas, although the bivalves have not
shown any malformations, other morphologycal variations associated to the abundance of nutrients have

been determinated.
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Introduccion

El estudio histoldgico de las partes
blandas (génaday glandula digestiva) de
los bivalvos filtradores, complementado
con una analitica especifica, es la meto-
dologia habitual paraun completo andli-
sis bacteriol 6gico. Ademas con estas he-
rramientas, también se extraen eviden-
cias concluyentes sobre la presencia de
diferentes contaminantes inorganicos y
organicos que afectan a medio natural.
Las ostras, por su caracter sésil y su con-
dicion defiltradoras, incorporan elemen-
tos como metales pesados y compuestos
organicos, tanto en sus partes blandas
como en sus valvas carbonatadas. Estos
bivalvos segregan su caparazon
carbonatado en equilibrio isotopico con
el medio marino en el que habitan
(Bathurst, 1975). Sin embargo el estudio
morfoldgico, microestructural y quimico
de las valvas estd menos desarrollado, a
pesar de que en ellas quedaregistrada de
forma continuada su relacion con el me-
dioy los posibles eventos estresantes su-
fridos alo largo de su periodo vital.

Este estudio es continuacion del tra-
bajo iniciado por Higuera-Ruiz y Elorza
(2004), en los estuarios contaminados y
no contaminados de Cantabria. En este
caso, nos centramos en la parte oeste de
la costa de Bizkaia, con caracteristicas
fluviales marcadamente diferentes y so-

metida a unafuerte presion antropica (nd-
cleos urbanos, industriales y portuarios).
La ostra Crassostrea gigas (ostra japone-
sa) especie invasora, lleva afos perfecta-
mente adaptada a estas condiciones y se
reproduce con facilidad, siendo muy
abundante en |os 8 puntos de muestreo es-
cogidos. En estos puntos, resulta evidente
la contaminacién tanto ocasional como
crénicay con unamayor 0 menor intensi-
dad. Como referente no contaminado uti-
lizamos las ostras procedentes del parque
de cultivo “Ostranor” situado en San Vi-
cente de la Barquera (Cantabria).

Nuestro objetivo ha sido caracterizar
morfoldgica y microestructuralmente las
ostras contaminadas y las no contamina-
das, intentando detectar evidencias de al-
gun agente toxico. A falta de un andlisis
especifico, pero basados en la similitud
morfoldgicay microestructural con las os-
tras de Cantabria entendemos que la pre-
sencia del elemento téxico Tributilestafio
(TBT) es el causante de las malformacio-
nesen las ostras delacosta oeste bizkaina.
Este biocida, prohibido por la Unién Eu-
ropea en embarcaciones de menos de 25
m de eslora, genera importantes malfor-
maciones en ostrasy otros organi smos con
concentraciones muy bajas (ng/l), por lo
gue estamos frente a un bioindicador de
lacontaminacion de bajo coste, que podria
considerarse adecuado para futuras cam-
pafas ambiental es.

Puntos de muestreo y M etodologia

Se han recogido un total de 103 ostras
adultas en los siguientes puntos: en
Muskiz (43 ejemplares;, 29 en Pobefia
(Pbl y Pbll) y 14 Playade LaArena (PIA)
zona noroeste); en el puerto de Zierbena
(Zi) 12 gjemplares; en el puerto deporti-
vo de Getxo (Gt) 12 gjemplares; en €l
puerto de Plentzia (Pl) 12 ejemplaresy en
Gorliz, Astondo (Ast) 12 ejemplares.
Como referencia no contaminada, 12
ejemplares adultos (SV) y 19 gjemplares
de semilla (SS) del parque de cultivo
“Ostranor” en San VicentedelaBarquera
(Figs. 1A-E)

Después de mantener las ostras 24 ho-
ras en lgjia diluida para sacrificar a orga-
nismo y eliminar la materia orgénica ex-
terna, se han medido los siguientes
parametros: @) pesos de lavalva derechae
izquierda con una balanza de precision
(0,01 grs), b) longitud, espesor y anchura
delavalvaderecha utilizando un caibrey
¢) volumen (ml) externo e interno, basan-
donos en el Método de Arquimedes. Para
el calculo del volumen interno se han utili-
zado moldes de plastilina. Con los datos
obtenidos, se han calculado tres indices
biométricos. Para cada uno de estos indi-
ces se han seleccionado los ejemplares con
valores extremos, que supuestamente
muestran el mayor y el menor grado de
contaminacion y se han cortado las valvas
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Fig.1.- Situacion geogr éficay esquema de
las zonas muestreadas.

Fig. 1.- Geographical situation and sketch
of the sampling zones.

derechaseizquierdacon unasierrade pre-
cision Buelher (modelo 1somet 2000). En
todoslos casos, €l corte hasido paralelo al
sentido de crecimiento y de migracion del
mUscul o aductor. Posteriormente, de algu-
no de los ejemplares se haretirado el sedi-
mento alojado en las diferentes camaras y
se ha analizado su composicion
mineraldgica total por medio de
Difraccion de Rayos X (DRX). Por dlti-
mo, se han preparado 19 ldminas delgadas
con objeto de estudiar las diferentes
microestructuras formadoras de laconcha.

M orfologia e [ ndices biométricos

Las ostras son moluscos bivalvos
sésiles que viven adheridos por su valvaiz-
quierda a sustratos de diferente naturaleza,
tanto en zonas submareal es como en zonas
intermareales. El desarrollo de las dos
valvas, unidas por unligamento organico en
la zona denominada umbo, se produce gra-
ciasa manto que segrega € carbonato cél-
cico (calcitay aragonito) necesario. Laval-
va izquierda y la valva derecha son
asimétricasy en ellas esfacilmente recono-
cible la impresion dejada por € musculo
aductor, responsable delos movimientos de
aperturadurantelafiltraciony cierre duran-
te su emersion en las horas de bajamar.

Las morfologias de las conchas de
los g/ emplares recogidos son muy varia-
das, responden alos tipos de sustratos en
los que se han asentado y alas diferentes
condiciones ambientales que han sopor-
tado. La disponibilidad de nutrientes in-
fluye de forma decisiva en su tasa de cre-
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cimiento y controla la distribucion geo-
grafica de los organismos. En este senti-
do, es relevante el menor tamario, la for-
mairregular y laescasaabundanciadelas
ostras recogidas en una zona aejada del
area de afeccion del rio Barbadin en
Pobefia (Pb I1) frente a las muestras pro-
cedentes de una zona mas rica en
nutrientes (Pb 1). En lo que a los rasgos
morfoldgicos se refiere, las ostras “con-
trol” procedentes del parque de cultivo
“Ostranor” presentan diferencias impor-
tantes con respecto a las recogidas en zo-
nas portuarias contaminadas como
Plentzia (Pl), Zierbena (Zi) o Getxo (Gt).
En las primeras, las valvas derechas tie-
nen morfologia planar y las izquierdas
muestran una morfologia fuertemente
concava, lo que implica una cavidad
paleal muy desarrollada. Se puede obser-
var una clara migraciéon del masculo
aductor y un umbo poco desarrollado
(Fig. 2D). Por €l contrario, las ostras con-
taminadas (Pl; Zi y Gt), presentan una
morfologia subredondeada con unavalva
derecha fuertemente engrosada en la que
se pueden reconocer un importante nime-
rode camarasy unacavidad paleal dismi-
nuida (Figs. 2A-C). Estas variaciones
morfoldgicas pueden cuantificarse utili-
zando tres indices biométricos: a) indice
de Engrosamiento (I1E) (Alzieu et al.,
1982); queesel cociente entrelalongitud
y el espesor delavalvaderecha. b) indice
de peso (IP) (Higuera-Ruiz y Elorza,
2004); es €l cociente entre el peso de la
valva derecha y el peso de la valva iz-
quierda. ¢) indice de volumen (1V) (Hi-
guera-Ruiz y Elorza, 2004); es el cocien-
te entre el volumen externo y el volumen
interno (Figs. 3A-C).

Microestructuras

Microestructura simple prismatica (SP)

Corresponde a la capa mas externay
estd formada por pequefias unidades
calciticas, prismaticas, paralelas entre si
y delimitadas por un componente organi-
co, que muestran una morfologia en “pa-
nal de abeja’ en seccion transversal. Los
contactos entre |os prismas suelen ser zo-
nas de ruptura que permiten observar res-
tos de la materia organica inter e
intraprismaticaasi como laslineasde cre-
cimiento (Figs. 4A, B). Estas caracteristi-
cas hacen de la microestructura RF un
entramado muy compacto que podria ac-
tuar como una estructura de refuerzo
frente al oleaje. Estamicroestructura pue-
de definirse también en el Myostracum,
dondelos prismas ademés de ser méas del-
gados y de menor tamafio son de natura-
leza aragonitica.

Fig. 2.- Secciones longitudinales de los
g emplares de las diferentes areas mues-
treadas. Explicacién en el texto.

Fig. 2.- Longitudinal sections of specimens
from the differents sampling areas. See text.

Microestructura regular foliada (RF)

Formada por pequefias lamelas
calciticas, es la mas masiva y la situada
en una zona mas interna. Las pequefias
lamelas que laforman parecen tener con-
tinuidad tanto en la microestructura SP
como en la Chalk, lo que indicaria una
formacion coetanea para las restantes
microestructuras. Aunque algunos auto-
res han propuesto un control lunar o
mareal para la formacion de la misma
(Andrus y Crowe, 2000), en este trabajo
se relacionamas con un control puramen-
te funcional, segun el cual esta
microestructura actuaria como el arma-
zon principal del organismo (Surgeet al.,
2001).

Microestructura foliada cruzada comple-
jaen cono (c-FCC)

Es una microestructura similar a la
RF en la que las lamelas calciticas pre-
sentan orientaciones muy variadasy con-
tactos complejos entre si. Se ha compro-
bado como esta microestructura es mas
abundante en las conchas procedentes de
lugares con cierto grado de estrés am-



biental por lo que podriarelacionarse con
unamayor velocidad de crecimiento (Fig.
4C). Este aumento de la tasa de creci-
miento, podria ser un acto de defensa del
organismo frente a condiciones adversas
en el medio.

Microestructura “ Chalk”

Es unamicroestructura de natural eza
calciticay muy porosa, en laque pueden
diferenciarse pequefias |aminas denomi-
nados “blades’ perpendiculares ala su-
perficie de la concha y otros denomina-
dos* leaflets” que forman diferentes an-
gulos con los blades (Fig. 4D). Esta
disposicion le proporciona una aparien-
cia esponjosa caracteristica en la que
pueden encontrarse trazas de materia or-
géanica de coloracion mas oscura. En las
muestras estudiadas se ha podido com-
probar cémo el desarrollo de la chalk
ocurre en las zonas flexionadas en las
gue la potencia de las camaras es mayor,
por lo que su formacion se asocia a un
proceso de ocupacion rapido con un gas-
to de carbonato calcico minimo
(Korringa, 1951).

Discusion

Basados en la morfologia de la con-
cha y ayudados de los tres indices
biométricos descritos anteriormente se
han detectado malformaciones y valores
anomalos que indican la presencia de
contaminantes en diferentes puntos de la
costa vizcaina. En este trabajo, se intuye
la presencia en las aguas de TBT
(Tributilo de estafio), producto biocida
asociado alas pinturas de las embarcacio-
nes cuyas afecciones sobre ostras fueron
definidas por primeravez enlacostafran-
cesa (Alzieu et al., 1982) y confirmadas
en Cantabria (Diaz et al., 2007). Los
ejemplares recogidos en los puertos de
Zierbena (Zi), Getxo (Gt) y Plentzia (PI)
presentan morfologias subredondeadas
con la valva derecha anormamente en-
grosaday con desarrollo de un importan-
te nimero de camaras vacias o rellenas
con sedimento compuesto principalmente
por calcita, cuarzo, feldespato potasico,
plagioclasa y filosilicatos. La migracion
del misculo aductor tiene unaimportante
componente vertical, lo que genera una
hendidura caracteristica de los organis-
mos recogidos en las zonas contamina-
das. Los indices morfoldgicos (IE, IP e
IV) evidencian las malformaciones obser-
vadas en un primer estudio visual. Los
gjemplares correspondientesa Zi, Gty Pl
muestran valores del |E inferiores a 10,
con un valor medio de 6,5; 6,0y 4,7 res-
pectivamente, lo que indica cierto grado

de contaminacion. Por el contrario, las
muestras sigladas como SS, SV, Pb I, Pb
I, PIAy Ast, con valores medios de 33,8;
18,4; 15,5; 25,8; 14,3 y 12,7 respectiva-
mente, sefialan ausencia de contamina-
cion en las zonas de muestreo a las que
hacen referencia (Fig. 3A). En lo que a
IP se refiere, valores superiores a 1,0
como |los obtenidos para las muestras Zi,
Gty Pl (convaoresmediosde 1,2; 1,1y
1,1 respectivamente) indican que los or-
ganismos han sido sometidosacierto gra-
do de estrés ambiental. Las muestras SS,
SV, Pol, Pbll, PIA y Ast alcanzan valores
medios (0,5; 0,6; 0,6; 0,6; 0,7y 0,6 res-
pectivamente) inferiores a este valor de
referencia (Fig. 3B). El 1V define como
egjemplares contaminados aquellos que
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presentan valores superiores a 2.5. En
este sentido, lasmuestras Zi, Gty Pl vuel-
ven a caracterizarse como contaminadas
obteniéndose paraellasvaloresmediosde
3,0; 2,9 y 3,0 respectivamente. Para el
resto de las zonas muestreadas (SS, SV,
Pb I, Pb I, PIA y Ast) se han obtenido
valoresmediosde 1,7; 1,9; 2,0; 2,3; 2,1y
2,2 respectivamente (Fig. 3C).

En el estudio microestructural de las
muestras recogidas se han podido reco-
nocer las microestructuras caracteristi-
casdelaconcha; simple prismética (SP),
regular foliada (RF), foliada compleja
cruzada en cono (c-FCC) y chalk. En es-
tas microestructuras se pueden detectar
diferencias al comparar conchas
anormal mente engrosadas con referentes
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Fig. 3.- A) indice de engrosamiento (I E). B) Indice de peso (I P). C) indice de volumen (1V).
Explicacion en el texto.

Fig. 3.- A) Shell thicknessindex (IE). B) Weight index (I P). C) Volumen index (1V). See text.
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Fig. 4.- Principales microestructuras en ostras contaminadas (A, C, E) y no
contaminadas (B, D, F). Explicacion en el texto.

Fig. 4.- Principal microstructuresin contaminated (A, C, E) and no
contaminated (B, D, F) oyster shells. See text.

no contaminados que en nuestro caso, son
las ostras procedentes del parque de culti-
vo “Ostranor”. La microestructuras SPy
RF aparecen representadas tanto en ostras
contaminadas como en no contaminadas
aungue en el caso de la RF, es més abun-
dante y la organizacion de los cristales
parece ser més ordenada en los gjempla-
res procedentes de zonas con ausenciade
elementos tdxicos. Por €l contrario, el de-
sarrollo de la microestructura c-FCC es
mucho mas importante en las ostras con-
taminadas ya que estas han desarrollado
un mayor nimero de camaras y la
microestructura c-FCC es caracteristica
de zonas préximas a las mismas. Sin em-
bargo, las mayores diferencias se han po-
dido definir en la chalk ya que en gjem-
plares no contaminados ofrecen una apa-
riencia compacta, con bordes netos (Fig
4F) y en los ejemplares contaminados,
estos bordes se caracterizan por presentar
ramificacionestipo “raices’ (Fig. 4E). Al
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llevar acabo estas observaciones, se ha
comprobado cémo en ostras que se han
desarrollado en zonas portuarias y bajo
influencia del TBT, puede encontrarse en
unamismavalvachalk con un crecimien-
to normal y chalk con malformaciones, lo
que se justifica con periodos de carencia
y alta concentracion de esta sustancia
contaminante en una misma zona. Estas
variaciones microestructurales atienden a
cierta estacionalidad en el contenido de
TBT, ya que el mantenimiento y pintado
de los barcos se lleva acabo en los meses
de primavera, momento en el que se pro-
duce la mayor liberacién en las aguas de
TBT.

Conclusiones

Mediante el andlisis morfoldgico y
microestructural de 103 ejemplares de
Crassostrea gigas se ha podido detectar:
a) crecimientos normales, con una mayor

o menor talla en funcién de la cercania a
la fuente de nutrientes; b) malformacio-
nes de |as ostras recogidas en los puertos
de Zierbena, Getxo y Plentzia, a presen-
tan un engrosamiento anormal de su val-
va derecha con un aumento notable del
nimero de camaras y peso de la misma,
evidenciado por los Indices biométricos
IE e IP. También se advierte una
verticalizacion de laimpresion muscular,
unadisminucion importante delacavidad
paleal (reflejado en el indice IV) y un
umbo més desarrollado en los gjemplares
procedentes de estas zonas portuarias.
Losandlisis microestructurales han apor-
tado diferencias en relacion a las ostras
contaminadas por TBT. Estas Ultimas es-
tan formadas en su mayoria por la
microestructura c-FCC, mientras que la
microestructura RF es la més abundante
enlasostraslibresde malformaciones. La
chalk ha proporcionado las diferencias
mas significativas, detectandose formas
“ramificadas’ alternando con formas nor-
males en las ostras consideradas como
contaminadas, todo ello producido por
episodios de mayor concentracion a me-
nor o incluso ausenciatemporal de TBT.
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