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Equilibrio 4cido-base durante la exposicion aérea en el molusco bivalvo
Perumytilus purpuratus (Lamarck, 1819) (Bivalvia: Mytilidae)
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Abstract.- For effects of tidal rhythms, intertidal bivalves
are exposed to prolonged daily emersion periods during low
tide. As a response to air exposure, the mussel Perumytilus
purpuratus (Lamarck, 1819) closes its valves and shifts its
metabolism to anaerobic pathways by the interruption of the
oxygen flux. Consequently, body fluids low their pH causing
the CaCO, disolution of the shell, which would act as a pH
buffer. In this study, the role of shell CaCO, in the regulation
of internal homeostasis at different periods of aerial exposure
was evaluated. We measured the variation of pH, Ca?* and
HCO, concentrations in the extrapallial cavity and Ca2*
concentration at the shell of P. purpuratus individuals from
the low and high intertidal zones. The results show that pH
increases in the extrapallial cavity fluids during the emersion
period in the laboratory, followed by a decrease of the shell
Ca*. Ca®* and HCO, concentrations did not show a significant
variation in extrapallial fluids during the aerial exposure
periods. Moreover, significant differences were found in the
Ca** and HCO, concentrations at the extrapallial fluids between
individuals from low and high tidal levels. However, in the
majority of measured variables, in spite of acclimation period,
the basal levels were different between individuals from the
low and high intertidal zones, suggesting physiological
differences due to genetic differences among organisms
inhabiting both zones.

Key words: Anaerobic metabolism, emersion periods, intertidal
zone, central Chile

Resumen .- Por efecto de los ritmos de marea, los bivalvos
intermareales quedan expuestos a prolongados periodos de
emersion diarios durante las mareas bajas. Bajo estas
condiciones, el mitilido Perumytilus purpuratus (Lamarck,
1819) cierra sus valvas y entra en anaerobiosis por la
interrupcion del flujo de oxigeno. En esta situacion baja el pH
de los fluidos corporales provocando la disolucion del CaCO,
de las valvas y que actuaria como amortiguador de pH. En este
estudio se evaluaron las fluctuaciones de pH, Ca?*y HCO, en
los fluidos de la cavidad extrapaleal y de Ca?* en las valvas de
individuos de P. purpuratus provenientes del intermareal bajo
y alto, expuestos a periodos progresivos de emersion. Los
resultados indican que el pH en los fluidos de la cavidad
extrapaleal aumenté durante el periodo de emersion en
laboratorio, lo cual fue seguido por una disminucién de la
concentracion de Ca?* de las valvas. Las concentraciones de
Ca?"y HCO, en los fluidos extrapaleales no mostraron variacion
significativa durante el tiempo de exposicion aérea. Ademas,
se encontraron diferencias significativas en las concentraciones
de Ca** y HCO, de los fluidos extrapaleales entre individuos
del intermareal rocoso alto y bajo. No obstante lo anterior y a
pesar del periodo de aclimatacion, los niveles de la mayor parte
de las variables medidas presentaron un valor basal diferente
entre individuos del intermareal bajo y alto, lo cual sugiere
diferencias fisioldgicas, debido a diferencias genéticas, entre
individuos de ambas zonas.

Palabras clave: Metabolismo anaerébico, periodos de emersion,
zona intermareal, Chile central

Introduccién

Los animales intermareales habitan un ambiente altamente
variable con eventos periddicos extremos como cambios
en la temperatura y salinidad producto de las estaciones,
exposicion aérea, desecacion y deficiencia de oxigeno
durante las bajas mareas. En esta zona, los organismos
particularmente sésiles deben poseer capacidades

fisiologicas que les permitan soportar estas fluctuaciones
(Sokolova & Pértner 2001, Tomanek & Helmuth 2002,
Almeida & Bainy 2006). La intensidad del estrés
fisiologico para los organismos marinos se incrementa
desde el intermareal bajo hacia el intermareal alto
(Sokolova & Portner 2001), lo cual afectaria su
distribucion vertical, ocupando los organismos menos
resistentes los niveles mas bajos del intermareal
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(Simpfendorfer et al. 1995, Sepulveda et al. 2003). Se ha
descrito que algunos bivalvos intermareales deben
soportar mas de 12 h de emersidn antes de la siguiente
marea alta (Byrne & McMahon 1991).

Para soportar la emersion, los organismos deben
poseer mecanismos de compensacion, que les permitan
conservar la homeostasis durante la emersion. Estos
mecanismos incluyen aspectos conductuales, tales como
la abertura de las valvas, y fisiol6gicos como intercambio
de gas aéreo y eficientes vias anaerobicas (Boyden 1972,
Widdows et al. 1979, Byrne et al. 1990). Ademas se ha
descrito la movilizacion del CaCO, de las valvas para
mantener el balance &cido-base, evitando la acidosis como
consecuencia del metabolismo anaerébico (Byrne &
McMahon 1991) y de esta manera mantener el equilibrio
interno.

En condiciones de inmersion, en mareas altas, los
bivalvos desarrollan principalmente metabolismo
aerdbico, con apertura de valvas e intercambio gaseoso
branquial (Crenshaw 1980). En esta situacion, el molusco
es capaz de bombear activamente material rico en CaCO,
a la cavidad extrapaleal, pudiéndose depositar nuevo
material en las valvas en forma de cristales de calcita y/o
aragonita dependiendo de la especie (Crenshaw 1980).
Por otra parte, bajo condiciones de emersién durante
mareas bajas, los bivalvos intermareales cierran sus
valvas, desencadenandose metabolismo anaerdbico,
produciéndose una acumulacién de moléculas
inorganicas, como CO, en la cavidad extrapaleal, con una
disminucion del pH y la disolucion del CaCO, que adn
no se ha consolidado en las valvas como matriz estructural
s6lida (Ruppert & Barnes 1996), empleandose como
amortiguador de pH (Byrne & McMahon 1991).

El bivalvo Perumytilus purpuratus (Lamarck, 1819)
es un mitilido que forma mantos en la zona intermareal
de las costas de Chile, ocupando gran parte del gradiente
vertical (Alvarado & Castilla 1996), con prolongados
periodos de exposicidn aérea durante las mareas bajas
(Guzman et al. 1998), los cuales varian segln la altura
del intermareal en que se encuentre el organismo. En este
trabajo se compararon experimentalmente las respuestas,
en el equilibrio &cido-base, a la emersion en individuos
de P. purpuratus provenientes de los niveles intermareales
alto y bajo.

Material y métodos

Los especimenes de Perumytilus purpuratus del
intermareal bajo y alto fueron recolectados manualmente,
mediante espatula, en periodos de marea baja, durante
octubre de 2006 en la playa rocosa de Lirquén
(36°42°30"S; 72°5842"W), en la bahia de Concepcion,

zona centro-sur de Chile. Los individuos recolectados
fueron puestos en contenedores con agua de mar y
trasladados al laboratorio, donde fueron medidos, pesados
y sus valvas limpiadas de epibiontes. Posteriormente,
fueron aclimatados en una camara refrigerada a 13 +
0,5°C, con aireacion constante, recambio periddico de
agua a salinidad de 30 ups e inanicion por una semana.

Los ejemplares de Perumytilus purpuratus
provenientes de ambas zonas del intermareal fueron
expuestos a 7 condiciones experimentales: 0 (inmersién),
2,4, 6, 8,10y 12 h de exposicion aérea; para esto, los
individuos fueron ubicados individualmente en bandejas
plasticas y retirados a cada tiempo experimental. A cada
individuo se le extrajo mediante puncion, liquido de la
cavidad extrapaleal para determinar las concentraciones
de metabolitos y su pH (Lagos & Céaceres 2008).

La medicion de pH de los fluidos extrapaleales se
realizo utilizando un pHimetro HANNA modelo 1332.
En la cuantificacion del contenido de HCO, en los fluidos
extrapaleales, se utiliz6 el método de determinacion
titrimética de HCO, (Henry et al. 1980), utilizando 1,5
mL. A cada muestra se le agregd 1,0 mL de HCI 0,05 My
se mezcld mediante agitacion durante un minuto.
Posteriormente se realiz6 una titulacion con NaOH
(0,1M).

Para medir las concentraciones de Ca*" de fluidos
extrapaleales y valvas de individuos de Perumytilus
purpuratus, se utilizo el método colorimétrico de
Moorehead & Biggs (1974), utilizando 10 uL de fluido
extrapaleal para la determinacién de Ca? en fluido. Para
la determinacion de la concentracion de Ca?* en las valvas,
se secO y limpid la valva izquierda, la cual fue triturada
en un mortero de porcelana; se tomaron 0,5 g de ellay se
le agregaron 2 mL de HCI 0,1 M durante 10 s (Gunthorpe
et al. 1990); y leidas en un espectrofotometro Bausch &
Lomb a 570 nm. La medicion de Ca?* en las valvas fue
realizada cada cuatro horas.

Analisis estadisticos

Las diferencias en el tamafio corporal de individuos de
Perumytilus purpuratus recolectados en el intermareal
bajo y alto fueron evaluadas mediante la prueba t de
Student (Zar 1996).

Para analizar los efectos de la exposicion aérea sobre
las variables estudiadas se utilizé un anlisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias, con especie y tiempo como
factores fijos (Zar 1996); la homogeneidad de varianza
fue analizada mediante la prueba de Levene; los datos no
homogéneos fueron transformados logaritmicamente (Zar
1996). Las diferencias a posteriori se evaluaron utilizando
la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05.
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Para determinar el grado de relacion entre las variables
medidas se utiliz6 un analisis de correlacion de Pearson
ocupando el total de individuos de la muestra (Zar 1996).
Los datos se expresan en el texto como promedio + error
estandar (x * ee).

Resultados

El peso promedio (£ error estandar) de los individuos de
Perumytilus purpuratus fue de 7,05 £ 0,13 g (N = 70) para
los organismos recolectados en el intermareal bajoy de 7,10
+ 0,16 g (N = 70) para los individuos recolectados en el
intermareal alto, no existiendo diferencias en el tamafio de
los individuos recolectados en el intermareal bajo y alto
(Student-t =-0,02, P =0,99).

d t(1,138)
pH de fluidos extrapaleales

El pH de los fluidos extrapaleales fluctuo entre 6 y 8,
existiendo variaciones significativas en funcion de las dos
variables estudiadas y su interaccion (intermareal alto y
bajo y el tiempo de emersion). Los individuos
provenientes del intermareal bajo presentaron un pH de
7,08 £ 0,04 significativamente menor que el de los
organismos del intermareal alto, 7,22 + 0,02 (Tabla 1).
En el factor tiempo, el pH de 6,92 + 0,08 obtenido a las
dos horas de exposicion aérea fue significativamente
menor que el valor de 7,38 £ 0,05 observado a las 12 h
de exposicion (Fig. 1A). La interaccidn entre altura del
intermareal y tiempo se observo en los individuos del
intermareal bajo, los cuales presentaron un pH menor a
las 2 h de exposicion, 6,63 + 0,08, y el maximo pH de
7,42 £ 0,10 a las 12 h de exposicion aérea.

Concentracion de Ca*y HCO, en fluidos extrapaleales

En la concentracion de HCO, de los fluidos extrapaleales
de Perumytilus purpuratus solo se observé un efecto
significativo del nivel intermareal, siendo la concentracion
de 31,32 + 0,23 mmol L* obtenida en los organismos
recolectados en el intermareal bajo significativamente
mayor que la medida en los organismos del intermareal
alto, la cual fue de 17,86 + 0,95 mmol L* (Tabla 1, Fig.
1B).

Del mismo modo, la concentracion de Ca** en los
fluidos extrapaleales de los organismos recolectados del
intermareal bajo durante las 12 h de experimentacion fue
de 2,71 + 0,05 mmol L significativamente mayor que la
concentracion de 2,21 + 0,03 mmol L' medida en los
organismos del intermareal alto (Tabla 1, Fig. 1C). Enla
concentracion de HCO, no se observo un efecto
significativo del tiempo o de la interaccion entre tiempo
y nivel del intermareal.

Concentraciéon de Ca?* en las valvas

Tanto para los individuos de Perumytilus purpuratus
provenientes del intermareal bajo como los del
intermareal alto, la concentracion de Ca* en las valvas
disminuyo significativamente con el tiempo de exposicion
aérea, con un minimo de 3,42 + 0,09 mmol L*alas 12 h
de exposicion aérea y un valor maximo de 3,82 + 0,06
mmol L en los individuos en inmersion (tiempo 0) (Fig.
1D). No se encontraron diferencias significativas entre
los organismos provenientes de ambos niveles ni en la
interaccion entre nivel mareal y tiempo de exposicion
aérea (Tabla 1).

Analisis de varianza de dos vias para los niveles de pH, Ca** y HCO, de fluidos extrapaleales y Ca* de las valvas
de individuos de Perumytilus purpuratus provenientes de dos niveles intermareales (alto y bajo)
y expuestos a distintos tiempos de emersion (GL=grados de libertad,
CM=cuadrados medios, F=valor de F, P=probabilidad)

Two-way analysis of variance for the levels of pH, Ca** y HCO, from extrapallial fluids and Ca** from the valves of
Perumytilus purpuratus individuals collected from two intertidal levels (high and low) under different
air exposure times (GL=degrees of freedom, CM=means square, F=F value, P=probability)

pH Ca® Ca’
Fluidos extrapaleales Concha
GL CM F P GL M P GL CM I P GL CM F P
Nivel Mareal 1 0,002 1449  <0,01 1 2,865 141.56 =001 1024 6134 <001 1 0008 049 048
Tiempo de exposicion 6 0,001 10,11 <(,01 6 0,012 0,72 6 0.007 1,91 0,08 3 0011 6,73 <0,01
Interaccion 60,0009 527 <0,01 6 0,001 0.91 6 0,002 0,50 0,80 30,002 1,04 038
Error 126 0,0002 126 0,020 126 0,004 720,002
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Figura 1l

Concentraciones medidas en Perumytilus purpuratus a distintos tiempos de exposicion aérea (x + error estandar).
A= Variaciones de pH en fluido extrapaleal ; B = Concentracion de HCO, en fluido extrapaleal,
C = Concentracion de calcio en fluido extrapaleal; D = Concentracién de calcio en concha.
(N =10 en todos los casos)

Concentrations measured in Perumytilus purpuratus over several times of aerial exposure (x + standard error).
A = Variations in extrapallial pH; B = HCO, extrapallial fluid concentrations;
C = Calcium extrapallial fluids concentration; D = Calcium concentration in shell.
(N =10 in all cases)

Tabla 2

Valores de correlacion de Spearman entre las concentraciones medidas en Perumytilus
purpuratus (P=probabilidad, Valv=valvas, Ext=fluido extrapalaeal)

Spearman correlation values between measured concentrations in
Perumytilus purpuratus (P=probability value, Valv=shell, Ext=extrapallial fluid)

Variables N Spearman (rs) t(N-2) P
[HCO5] Ext y [Ca®"] Ext 140 0,51 7,05 <0,001
pH y [HCO;7] Ext 140 -0,19 236 <0,05
[Ca®| Extyy [Ca®"] Valv 80 -0,23 2,12 <0,05
pH y [Ca®'] Valv 80 -0,17 1,59 0.1
pHy [Ca®'] Ext 140 -0,12 143 0,15

[HCO5] Ext y [Ca’*] Valv 80 0,032 028 0,78
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Se encontraron correlaciones positivas y significativas
entre: la concentracion de HCO, y Ca** en los fluidos
extrapaleales (rs = 0,51, P<0,01) (Tabla 2). Por otra parte
se observaron relaciones negativas y significativas entre:
el pH y la concentracion de HCO, en los fluidos
extrapaleales (rs = - 0,19, P<0,05) y la concentracion de
Ca? en las valvas y el Ca?* en el fluido extrapaleal (rs = -
0,23, P<0,05) (Tabla 2).

Discusion

En este estudio se ha demostrado que Perumytilus
purpuratus tiene una capacidad diferencial para tolerar
fisioldgicamente el efecto de la exposicion aérea asociada
a la zona del intermareal de la cual provienen los

organismos y al tiempo en que estan expuesto al aire
cuando ocurren las bajas mareas.

Se ha descrito que moluscos bivalvos que habitan en
niveles intermareales mas altos presentan una mayor
afinidad terrestre en comparacion con individuos del nivel
intermareal bajo, que presentarian mayor afinidad marina
(Hummel et al. 1988, Simpfendorfer et al. 1995). Sin
embargo, son pocos los trabajos que tratan
comparativamente sobre organismos que habitan toda la
franja del intermareal.

El aumento en el pH de la cavidad extrapaleal de los
individuos de P. purpuratus de ambos niveles
intermareales durante la emersion (Fig. 1A), se debe
probablemente al desarrollo de metabolismo anaerobico
por la falta de oxigeno disponible en forma disuelta para
el intercambio branquial (Stickle et al. 1989, Ruppert &
Barnes 1996). Esto genera un aumento de metabolitos
acidos en los fluidos extrapaleales como el H,CO, (Tabla
2), motivo por el cual se produce la disolucion del CaCO,
que adn no se ha consolidado como parte de las valvas y
gue actia como un amortiguador de pH para disminuir la
acidez en los fluidos de dicha cavidad (Creenshaw 1980).
Por otro lado, también se ha reportado al CaCO, como
fuente amortiguadora de pH en la hemolinfa de moluscos
bivalvosy crustaceos (Henry et al. 1981, Lagos & Caceres
2008).

En este estudio se observo que durante la emersion
experimental, el pH de la cavidad extrapaleal no se
mantuvo constante, sino que aumento en los individuos
del intermareal bajo como alto (Fig. 1A), lo cual puede
significar la expresién de un mecanismo de
sobrecompensacion por la mayor liberacion de CO,
producto de la anaerobiosis, lo cual tenderia a generar
acidificacién de los fluidos corporales, fendmeno
observado en otras especies de bivalvos (Byrne &
McMahon 1991). En el caso de P. purpuratus, esta
sobrecompensacién podria ser producto de la liberacién

de CaCO, de las valvas, la cual induce una basificacion
de los fluidos, lo que se refuerza con el hecho que esta
especie presenta una gruesa concha (Guzman et al. 1998),
la cual puede ser considerada una abundante fuente de
CaCO,. Ademas, se observaron diferencias en la variacion
de pH entre individuos de distinto nivel intermareal; esto
puede ser interpretado como la expresion de una
caracteristica con fuerte base genética, porque si fuera
solo producto de la plasticidad fenotipica, el periodo de
aclimatacién previo deberia haber uniformado las
respuestas. Esto se refuerza con la existencia de
interaccién entre ambos factores (nivel intermareal y
tiempo de emersion) en el cual los valores extremos se
dan en el intermareal bajo a las 2 y 12 h de emersion, lo
cual indica una incapacidad de respuesta a corto (2 h) y
largo plazo (12 h) en estos organismos, a diferencia de lo
observado en los provenientes del intermareal alto.

El carbonato de calcio depositado en las valvas de
los moluscos bivalvos, asi como en el exoesqueleto de
otros organismos intermareales como crustaceos
(Cameron 1990, Tomanek & Helmuth 2002), es
considerada la principal fuente de calcio para los
organismos (Henry et al. 1981). Mangum et al. (1979)
observaron un incremento en Ca** y HCO, durante el
cierre de las valvas del molusco bivalvo Rangia cuneata
producto del metabolismo anaerdbico. Estos moluscos
de respiracion acuatica pueden utilizar el carbonato de
calcio de las valvas durante largos periodos en que éstas
se encuentran cerradas (i.e. exposicion aérea), debido al
corte en el transporte de iones en el ambiente submarino
(Henry etal. 1981). En organismos como el cangrejo azul
Callinectes sapidus, se ha documentado que el
exoesqueleto estd compuesto tanto por una matriz
insoluble y otra soluble ante la disminucién del pH para
regular el equilibrio &cido-base interno (Gunthorpe et al.
1990). En la concentracion de calcio en los fluidos de la
cavidad extrapaleal se encontraron diferencias
significativas entre individuos de distintos niveles
intermareales, lo que refuerza los posibles contrastes en
adaptacion al medio aéreo expuestos en el punto anterior.
Esta falta de cambios en funcion de la emersion en esta
especie contrasta con lo encontrado en otros organismos
como bivalvos (Byrne & McMahon 1991) y crustaceos
(Lagos & Caceres 2008); esta falta de cambios podria
deberse a la movilizacién de Ca?* a la hemolinfa para ser
eventualmente utilizado como agente osmotico,
disminuyendo de esta manera la pérdida de agua.

Estudios realizados con el molusco bivalvo Anodonta
grandis simpsoniana reportan aumento del contenido de
HCO, de los fluidos extracelulares durante un prolongado
periodo de exposicion al aire (Byrne & McMahon 1991).
Un patrdn similar ocurrié para Rangia cuneata (Mangum
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et al. 1979), que tuvo un aumento en la concentracion de
Ca* y HCO, durante el cierre de las valvas como
consecuencia del metabolismo anaerobio. En P.
purpuratus, no se observo un notable aumento en la
concentracion de HCO, de los fluidos extrapaleales
durante el periodo de exposicion aérea (Fig. 1B). Por otro
lado, solo se encontraron diferencias significativas entre
los dos niveles mareales al igual que con la concentracion
de Ca? (Fig. 1C), lo que confirma lo sefialado
anteriormente en el sentido una capacidad fisioldgica
mayor en individuos provenientes del intermareal alto
para soportar el impacto diferencial de los factores fisicos
en el gradiente vertical (Simpfendérfer et al. 1995).

La disminucion en la concentracion de Ca* de las
valvas en los distintos tiempos de exposicion aérea para
los individuos de ambos niveles mareales (Fig. 1D),
demostraria el transporte de iones desde las valvas hacia
los fluidos extrapaleales para mantener el equilibrio acido-
base como indica el anélisis de correlacidn con una
relacion significativa y negativa entre la concentracion
de calcio de los fluidos y de la concha. No obstante, la
falta de diferencias significativas entre los niveles
mareales (al igual que en la concentracion de Ca* y HCO,
de los fluidos extrapaleales en los tiempos de exposicion
aérea) se deberia a la existencia de otros iones de potencial
importancia en la regulacién acido-base, como se ha
descrito con el Na*y CI- (Byrne & Dietz 1997).

Segln los resultados encontrados en este estudio,
Perumytilus purpuratus tiene una clara adaptacion a la
vida en el intermareal, ya que muestra tolerancia a la
exposicion aérea durante tiempos de emersidn
prolongados, contrarrestando la disminucion del pH en
sus fluidos extrapaleales con la remocién de material
célcico desde sus valvas. Estas observaciones fueron mas
evidentes en individuos del nivel intermareal alto, los
cuales tendrian una mayor adaptacion a condiciones de
exposicion aérea por mostrar una rapida respuesta en el
control del aumento de la acidez en los fluidos
extrapaleales a lo largo del experimento.

Los escasos estudios sobre respuestas fisioldgicas de
moluscos marinos ante la heterogeneidad del sistema
costero dejan de manifiesto una ventana necesaria de
investigar, considerando la marcada variabilidad temporal
de las condiciones fisicas del sistema litoral, lo que afecta
no s6lo la distribucion de los organismos sino que también
su diversidad.
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