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Resumen

Se evalu6 el efecto de una concentracién subletal de cadmio (0.04 ug Cd L) sobre la condicidn fisiolégica de juveniles del
mejillén verde Perna viridis (22.3 + 2.33 mm de alto de la concha), recolectados en la localidad de Guayacan, Estado Sucre,
Venezuela. Los organismos se expusieron a la concentracion subletal durante 7 dias, y después a un proceso de depuracion de 52
dias, en condiciones de laboratorio y en su medio natural (campo) mantenidos en cestas plasticas suspendidas de una linea madre
(long-line). En ambas condiciones se midid las concentracion de Cd en el tejido y se determinaron diferentes indices fisioldgicos:
consumo de oxigeno, excrecion de amonio, proteinas totales, indice ARN/ADN y dimension (alto), y masas secas de la concha 'y
del tejido. Durante la exposicion al metal en condiciones de laboratorio, no se observaron diferencias significativas en los indices
utilizados; sin embargo, durante el proceso de depuracidn todos los parametros de crecimiento, en general, aumentaron
significativamente al final del experimento, en los organismos trasladados al medio natural. El indice ARN/ADN mostré gran
variabilidad, lo que indica que éste no fue adecuado para evaluar el efecto del cadmio. Sin embargo, el contenido total de
proteinas, la masa seca de los tejidos, el alto de la concha y, particularmente, el consumo de oxigeno y la excrecién de amonio,
mostraron ser indices apropiados para evaluar la condicion fisiolégica del mejillon expuesto a dosis subletales de cadmio.

Palabras clave: toxicologia acuatica, metal pesado, indices fisioldgicos, contaminacion marina, bivalvos.
Abstract

We evaluated the effect of a sublethal concentration of cadmium (0.04 ug Cd L) on the physiological condition of the
juvenile green mussel Perna viridis (22.3 + 2.33 mm shell height), collected in Guayacan, Sucre State, Venezuela. The mussels
were exposed to the sublethal concentration for 7 days, and were then depurated during 52 days simultaneously in the laboratory
and in the field in plastic baskets suspended from a long line. In both conditions, the concentration of cadium was measured
and different physiological indices were determined: oxygen consumption, ammonia excretion, total protein content in tissues,
RNA/DNA ratio, and height and mass of the shell and tissues. No significant differences in the physiological indices were
obtained during the depuration process in the laboratory but, in general, all the indices tested increased during depuration in the
field. The RNA/DNA index showed great variability, proving to be unsuitable to evaluate the toxic effect of cadmium; however,
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total protein content, shell and tissue height and mass and, particularly, oxygen consumption and ammonia excretion rate proved
to be suitable to evaluate the physiological condition of mussels exposed to subletal concentrations of xenobiotics.

Key words: aquatic toxicology, heavy metals, physiological indices, marine contamination, bivalves.

Introduccion

La seleccion de especies modelo como organismos estan-
dares para monitorear y predecir la contaminacién ambiental es
fundamental para los estudios y programas de manejo preven-
tivo de los ecosistemas. Los bivalvos han sido ampliamente
utilizados para evaluar la calidad ambiental de los ecosistemas
acudticos ya que tienen la capacidad de bioacumular en sus
tejidos los contaminantes presentes en el medio; ademas, su
caracter sésil y filtrador los hace atiles como reveladores de los
eventos que ocurren en las areas donde habitan. Un buen ejem-
plo lo representan las ostras Crassostrea virginica y C. gigas
(Scanes, 1996), y los mejillones de aguas templadas Mytilus
edulis y M. galloprovincialis y de aguas tropicales Perna
viridis (Beaumont et al., 1987; Pavicic et al., 1994; Hoare et
al., 1995; Rojas et al., 2002). No obstante, la distribucién de
los bancos naturales de estas especies se limitan a zonas
zoogeograficas definidas y, por lo tanto, se hace necesario la
seleccidn de especies que se puedan utilizar como modelos con
un caracter mas universal. En este sentido, el mejillén verde P.
viridis, una especie de importancia acuicola (Gallardo et al.,
1992; Tejera et al., 2000; Manoj y Appukuttan, 2003) que ha
sido ampliamente utilizada como organismo bioindicador de
contaminacion en zonas tropicales del Océano Indopacifico
(Lowe, 1995; Chidambaran, 1996; Krishnakumar et al., 1996),
recientemente ha expandido su distribucion hacia el Atlantico
tropical (Agard et al., 1992; Lodeiros et al., 1999), lo cual per-
mite considerarla como una especie con una distribucién mas
amplia en los trépicos. En consecuencia, son de suma impor-
tancia los estudios sobre la respuesta fisiologica de esta especie
a la contaminacién presente en el ecosistema marino, como
parte de los esfuerzos hacia la proteccion de la fauna acuatica.

Se han empleado diversos indices fisioldgicos para evaluar
el estrés producido por contaminantes en los organismos
acuaticos. Por ejemplo, Widdows (1985) sugiere evaluar el
consumo de oxigeno, la excrecién de amonio y medidas de
crecimiento y reproduccion, como parametros de respuesta
adecuados para analizar el impacto fisiol6gico de los contami-
nantes en organismos marinos. Otro indice utilizado ha sido la
relacion ARN/ADN, la cual permite establecer la condicion
fisioldgica de los organismos en un momento dado (Pease,
1976; Buckley y Lough 1987; Bulow, 1987; Shcherban, 1992;
Moss, 1994). Este indice ha sido propuesto recientemente para
evaluar los efectos de contaminantes en moluscos bivalvos
(Acosta, 2001; Acosta y Lodeiros, 2001); sin embargo, tiene la
desventaja de que puede ser modificado por eventos bioldgi-
cos, distintos al crecimiento somético, que demanden energia
como es el caso de la reproduccion (Lodeiros et al., 1996).

Entre los contaminantes presentes en el medio ambiente
marino, los metales pesados se caracterizan por ser altamente
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Introduction

The selection of specific species as sentinel organisms to
monitor and predict environmental pollution is essential for
preventive management programs and studies of diverse
ecosystems. Bivalves have been widely used to assess the envi-
ronmental quality of aquatic ecosystems because they are able
to bioaccumulate pollutants in their tissues, and their filtering
and sessile nature allows them to be used as indicators of
events that occur in the area they inhabit. A good example of
these organisms are the oysters Crassostrea virginica and C.
gigas (Scanes, 1996), and the mussels of temperate waters
Mytilus edulis and M. galloprovincialis and of tropical waters
Perna viridis (Beaumont et al., 1987; Pavicic et al., 1994;
Hoare et al., 1995; Rojas et al., 2002). The distribution of the
natural banks of these species, however, is limited to defined
zoogeographical areas and the selection of more universal spe-
cies is necessary. In this sense, the green mussel P. viridis, an
aquaculturally important species (Gallardo et al., 1992; Tejera
et al., 2000; Manoj and Appukuttan, 2003) and widely used as
a bioindicator of pollution in tropical zones of the Indo-Pacific
Ocean (Lowe, 1995; Chidambaran, 1996; Krishnakumar et al.,
1996), has recently dispersed throughout the tropical Atlantic
(Agard et al., 1992; Lodeiros et al., 1999) and could be
considered a species with a wider distribution in the tropics.
Consequently, studies on the physiological aspects of this spe-
cies to determine contamination in the marine ecosystem are
important as part of the efforts undertaken to protect aquatic
fauna.

Different physiological indices have been used to deter-
mine the stress produced by pollutants in aquatic organisms;
for example, Widdows (1985) suggests assessing oxygen
consumption, ammonia excretion and reproduction and growth
measurements as suitable responses to analyze the physiologi-
cal impact of contaminants on marine organisms. Another
index used to establish the physiological condition of
organisms at a given moment is the RNA/DNA ratio (Pease,
1976; Buckley and Lough 1987; Bulow, 1987; Shcherban,
1992; Moss, 1994). This index has recently been proposed to
evaluate the effects of pollutants on bivalve molluscs (Acosta,
2001; Acosta and Lodeiros, 2001); however, one disadvantage
is that it can be modified by energy-requiring biological events
other than somatic growth, such as reproduction (Lodeiros et
al., 1996).

Among the contaminants that occur in the marine environ-
ment, heavy metals are characterized by being very persistent
and pose a threat to organisms because they are toxic in small
concentrations (Adriano, 1986; Sadig, 1992). Cadmium is a
non-essential element for the normal functioning of organisms
and anthropogenic sources are mainly responsible for its
presence in the marine environment. In the present work we
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persistentes, y su peligrosidad para los organismos radica en
ser toxicos a pequefias concentraciones (Adriano, 1986; Sadiq,
1992). Dentro de los metales, el cadmio es un elemento no
esencial para el funcionamiento normal de los organismos y su
presencia en el medio ambiente marino corresponde en su
mayor parte a fuentes antropogénicas. En el presente trabajo se
estudio el proceso de incorporacion de cadmio en el tejido de P.
viridis, y se evalud el proceso de depuraciéon de este metal,
comparativamente en el laboratorio y en el mar, a través de
indices fisiologicos.

Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo con ejemplares juveniles de P.
viridis recolectados de la zona de Guayacén, ubicada en la
parte norte de la Peninsula de Araya, Estado Sucre, Venezuela
(fig. 1). Los ejemplares fueron mantenidos en el laboratorio
(26 + 2°C, salinidad de 36%o y una saturacion de oxigeno
>90%) durante siete dias, con recambios de agua diarios y ali-
mentacion ad libitum con la microalga Dunaliella salina. Entre
estos organismos se selecciond un grupo de 1200 mejillones de
talla homogénea (22.3 + 2.33 mm de alto de la concha), los
cuales se utilizaron para el bioensayo de exposicién al metal
(incorporacién) durante otros siete dias. Se colocaron 120
mejillones por acuario de 6 L de capacidad y se establecieron
cuatro réplicas, tanto para el grupo control (no expuesto) como
para el grupo expuesto al metal. Este Gltimo contenia una dosis
subletal de 0.04 pug Cd L en forma de Cl,Cd. Antes del
ensayo de incorporacién se determiné la dosis subletal
mediante el analisis de supervivencia del mejillon ante la expo-
sicion a diferentes concentraciones de cadmio (0.00, 0.2, 2, 20,
40 y 100 pg Cd L) y por triplicado por un periodo de 96 h.
La concentracion subletal fue seleccionada tomando como
referencia la concentraciéon por debajo del limite inferior de
confiabilidad al 95% del LCs,, la cual garantiza la superviven-
cia de los organismos.

Las condiciones experimentales durante el bioensayo fue-
ron las mismas descritas en el proceso de aclimatacion, pero
sin recambio de agua y sin alimentacion.

Después del bioensayo de incorporacion, se llevo a cabo el
proceso de depuracion, durante 52 dias. Para ello, los mejillo-
nes de cada una de las réplicas se dividieron en dos grupos de
60 ejemplares cada uno. Uno de los grupos fue trasladado a la
localidad de Turpialito, donde fueron mantenidos en cestas
plasticas suspendidas de una linea madre (long-line) a una pro-
fundidad de 4 m. El otro grupo se mantuvo en el laboratorio,
bajo las condiciones antes descritas y con recambios de agua y
alimentacion diaria con la microalga D. salina (3000 cél mL™).
Para determinar el estado fisioldgico de los organismos, se
tomaron cinco ejemplares de cada grupo y réplicas al primer,
tercer y séptimo dia del bioensayo de incorporacion y a los 3,
10 y 52 dias de depuracion.

En ambos estudios se determiné el consumo de oxigeno y
la excrecién de amonio de los organismos durante 1 h, en un
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studied the incorporation of cadmium in the tissue of P. viridis
and used physiological indices to evaluate the depuration pro-
cess of this metal both in the laboratory and in the field.

Materials and methods

Juvenile specimens of P. viridis were collected from the
area of Guayacan, located in the northern part of the Araya
peninsula, in the state of Sucre, Venezuela (fig. 1). The speci-
mens were kept in the laboratory for seven days (26 + 2°C,
salinity 36%o0 and oxygen saturation >90%), with daily water
exchange and fed ad libitum with the microalga Dunaliella
salina. Of these organisms, 1200 mussels of homogeneous size
(22.3 = 2.33 mm shell height) were selected and used in the
metal exposure (uptake) bioassay during another seven days.
We placed 120 mussels in 6-L tanks and established four
replicas for both the cadmium-exposed group and the
unexposed control group. The former group was exposed to a
sublethal dose of 0.04 ug Cd L in the form of CI,Cd. Prior to
the bioassay, the sublethal dose was determined by analyzing
the organisms’ survival on exposure to different concentrations
of cadmium (0.00, 0.2, 2, 20, 40 and 100 pug Cd L), in
triplicate, for a period of 96 h. The sublethal concentration was
chosen taking as reference the concentration below the 95%
lower confidence limit of LCs,, which guarantees the survival
of the organisms.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las &reas de colecta (Guayacan) y de
cultivo (Turpialito) del mejillén Perna viridis.

Figure 1. Geographic location of the areas from where the mussel Perna
viridis was collected (Guayacan) and cultured (Turpialito).
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respirometro de 200 mL, con agua previamente aireada por 1 h.
La concentracion de oxigeno se determind por el método de
Winkler y la concentracion de amonio segln Solorzano (1969).
A cada uno de los cinco individuos utilizados para estos
analisis se les determinaron la concentracién de proteinas tota-
les, el indice ARN/ADN, las masas secas de la concha y del
tejido, el alto de la concha y la concentracion del metal en el
tejido. Las proteinas totales se determinaron mediante la téc-
nica colorimétrica de Biuret. La concentracion de acidos
nucleicos se determind segln la técnica de fluorescencia de
Canino y Calderone (1995), la masa seca del tejido blando al
igual que la de la concha fue estimada deshidratandolos a 60°C
durante 48 h. El incremento en la talla de la concha se deter-
min6 usando un vernier digital Mitutoyo de 0.01 mm de
precision. Para la determinacion del cadmio se sigui6 la meto-
dologia de Leonard (1971). Para ello las muestras secas fueron
digeridas con una mezcla de &cido nitrico (HNO,) y perclérico
(HCLO,) (3:1) en bafio Maria a 60°C por 4 h, filtradas con
papel Whatman No. 42y aforadas hasta 25 mL con agua deio-
nizada. Posteriormente se determind la concentracién del metal
por espectrofotometria de absorcidn atomica, usando un espec-
trofotémetro con Ilama de aire-acetileno y corrector de fondo
de deuterio (Perkin Elmer; modelo 3110), a una longitud de
onda de 229 nm, tomandose el promedio de tres lecturas. Para
las curvas de calibracion se utiliz6 un estandar de cadmio de
1000 ppm marca Fixanal y la precision del método fue
verificada utilizando el estandar de referencia de tejido NIST
Oyster Tissue 1566a.

Antes del proceso de incorporacion se tomo una muestra, la
cual fue denominada “grupo inicial” y se le determinaron todos
los parametros antes sefialados.

Durante los estudios se estimé la supervivencia mediante la
respuesta (actividad valvar) ante un estimulo mecénico con una
varilla de vidrio.

En el experimento de campo se registro la temperatura con-
tinuamente con un termdégrafo electronico (Saelog, Vemco
Ltd., Halifax), y semanalmente se tomaron muestras de agua
con una botella Niskin de 2 L, para determinar la biomasa
fitoplanctonica estimada por clorofila a y el seston (organico e
inorganico), segun las recomendaciones de Strickland vy
Parsons (1972), la salinidad con un refractémetro y el oxigeno
disuelto (método Winkler) segln las especificaciones descritas
en Senior (1996).

Los tratamientos se evaluaron mediante la observacién
correlativa de las curvas obtenidas, contrastando las medias de
los parametros de los indices fisiolégicos y de crecimiento a
través de un ANOVA de una via, utilizando la prueba a poste-
riori de Duncan, en los casos donde existieron diferencias
significativas (P < 0.05). Estos analisis se aplicaron para corro-
borar las diferencias encontradas en los graficos, dependiendo
del andlisis de correlatividad de las curvas, sea en cada punto
de muestreo para todos los tratamientos o entre muestreos
durante el tiempo de estudio.
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The experimental conditions during the bioassay were the
same as those described for the acclimation process, but with-
out the water exchange and food.

After the uptake bioassay, the depuration process began and
lasted 52 days. For this, mussels from each replica were
divided into two groups of 60 specimens each. One of the
groups was transported to the locality of Turpialito, where the
specimens were placed in plastic baskets and suspended from a
long-line at 4 m depth. The other group remained in the labora-
tory, under the previously described conditions, with daily
water exchange and feeding with D. salina (3000 cells mL?).
To determine the physiological state of the organisms, five
specimens from each group and replica were removed on the
first, third and seventh day of the uptake bioassay and after 3,
10 and 52 days of depuration.

In both experiments, oxygen consumption and ammonia
excretion were determined for 1 h, in a 200-mL respirometer,
with water previously aerated for 1 h. Oxygen concentration
was determined by the Winkler method and ammonia concen-
tration according to Solorzano (1969). The following were
determined in each of the five individuals used for these
analyses: total proteins, RNA/DNA index, shell and tissue dry
mass, shell height and tissue metal concentration. Total pro-
teins were determined using the Biuret colorimetric method.
The concentration of nucleic acids was determined according
to Canino and Calderone’s (1995) fluorescence technique. The
dry mass of the tissues and shell was estimated by dehydrating
at 60°C for 48 h. Shell size increase was determined usng a
digital Mitutoyo vernier caliper of 0.01 mm precision.
Cadmium was determined following Leonard’s (1971) method:
the dry samples were digested with a mixture (3:1) of nitric
acid (HNO;) and perchloric acid (HCLO,) in a water bath at
60°C for 4 h, filtered through No. 42 Whatman paper and
gauged to 25 mL with deionized water. The concentration of
cadmium was then determined using atomic absorption
spectrophotometry with air-acetylene flame and a deuterium
background corrector (Perkin Elmer, model 3110), at a wave-
length of 229 nm, taking the mean of three readings. For the
calibration curves a Fixanal cadmium standard of 1000 ppm
was used and the accuracy of the method was verified using
NIST SRM 1566a Oyster Tissue.

Prior to the uptake process, a sample of mussels called
“initial group” was taken, for which all the previously indi-
cated parameters were determined.

During the experiments, survival was estimated by the
response (valve activity) to a mechanical stimulus with a glass
rod.

In the field experiment, continuous temperature recordings
were obtained with an electronic thermograph (Saelog, Vemco
Ltd., Halifax). Weekly water samples were taken with a 2-L
Niskin bottle to determine phytoplankton biomass, estimated
as chlorophyll a, and seston (organic and inorganic), according
to the recommendations of Strickland and Parsons (1972).
Salinity was measured with a refractometer and dissolved
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Resultados

En el presente estudio no se registraron organismos muer-
tos. Al inicio del experimento los organismos presentaron una
concentracion de cadmio de 1.91 + 0.43 ug Cd g=. Durante la
fase de exposicién al metal se observé un aumento significa-
tivo (P < 0.05) en la concentracidn, hasta alcanzar un valor
medio de 10.84 + 1.15 ug Cd g a los siete dias de exposicidn.
Esta concentracion fue unas cinco veces superior a la deter-
minada en los organismos del grupo inicial (fig. 2), y cuyos
valores se mantuvieron sin cambios (P > 0.05) a lo largo del
experimento. En la fase de depuracion, la concentracion de
cadmio disminuy6 en los mejillones mantenidos en el laborato-
rio (1.86 + 0.123 pg Cd g), llegando, al final del experimento,
a alcanzar valores similares a los del grupo inicial. Un efecto
similar fue observado en los organismos depurados en el medio
natural, pero la tasa de depuracion fue mas rapida, alcanzando
concentraciones incluso menores (0.34 + 0.22 ug Cd g*) que
las del grupo inicial en solamente tres dias (dia 10).

Los pardmetros alto y masa seca de la concha, consumo de
oxigeno y excrecion de amonio no mostraron diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos desarrollados en
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52

Concentracion de Cd
(g g tejico)

13 7 10 52
Tiempo (dias)

Figura 2. Concentracion de cadmio (ug g de tejido seco) en el mejillon
Perna viridis durante y después de la exposicion a este metal. Organismos
expuestos (e) y no expuestos (o) a elevadas concentraciones de Cd.
* Valor inicial de los organismos en su banco natural. Las lineas verticales
en cada uno de los muestreos representan el error estandar con respecto a
la media.

Figure 2. Cadmium concentration (g g~ dry tissue) in the mussel Perna
viridis during and after exposure to the metal. Organisms exposed (e) and
not exposed (o) to high Cd condcentrations. * Initial value of the organisms
in their natural bank. The vertical lines for each sampling represent the
standard error relative to the mean.
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oxygen (Winkler method) following the specifications of
Senior (1996).

The treatments were evaluated by correlative observation
of the curves obtained, contrasting the parameter means of the
growth and physiological indices through one-way ANOVA
and using Duncan’s a posteriori test when significant differ-
ences (P < 0.05) were found. These analyses were applied to
corroborate differences found in the plots, depending on the
correlativity analysis of the curves, either at each sampling
point for all the treatments or among treatments during the
study period.

Results

There were not dead organisms found in this study. At the
beginning of the experiment, the organisms had a cadmium
concentration of 1.91 + 0.43 ug Cd g. After seven days of
exposure to the metal, the concentration had increased
significantly (P < 0.05) to 10.84 + 1.15 ug Cd g. This value
was five times higher than that determined in the organisms of
the initial group (fig. 2), whose values remained unchanged
(P > 0.05) throughout the experiment. In the depuration phase,
cadmium concentration in the laboratory-maintained mussels
decreased (1.86 + 0.123 pug Cd g*) and by the end of the exper-
iment the values were similar to those of the initial group. A
similar effect was observed in the field-treated organisms, but
the rate of depuration was faster, reaching values even lower
(0.34 £ 0.22 ug Cd g™) than those of the initial group in only
three days (by day 10).

Shell height and mass, oxygen consumption and ammonia
excretion were not significantly different in any of the labo-
ratory treatments. On the other hand, in the field, these
parameters were found to increase significantly (P < 0.05) until
the end of the experiment, the organisms not exposed to cad-
mium reaching significantly (P < 0.05) higher values than
those previously exposed to the metal (figs. 3, 4).

On the first day of the metal-exposure phase, there was a
~50% loss in tissue dry weight and a decrease in protein con-
tent in both the cadmium-exposed and unexposed organisms,
relative to the organisms from the initial group. During the
depuration process in the laboratory, in the organisms previ-
ously exposed to cadmium there was a decrease in dry tissue
mass, particularly in the first 10 days of depuration, but protein
content remained stable until the end of the experiment,
whereas the organisms not exposed to cadmium maintained
their dry mass. During depuration in the field, a progressive
increase in dry tissue mass and protein content was observed in
both treatments, reaching similar mean values (P > 0.05; fig. 3)
by the end of the study.

The RNA/DNA index showed significant differences (P <
0.05) between the cadmium-exposed and unexposed groups
only on the third day of exposure to the metal, the higher value
corresponding to the latter group (3.21 + 0.535). After the
uptake process, the mean values of this index for the organisms
maintained in the laboratory increased until day 10, after which
no significant changes (P > 0.05) were observed until the end
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Figura 3. Longitud de la concha (mm), masas secas de la concha (g) y el tejido (mg) y proteinas totales (mg) en el mejillén Perna viridis
durante y después de la exposicion al cadmio. Tratamientos con exposicion (e) y sin exposicion (o) al Cd. * Valores de los parametros en los
organismos en su banco natural. Las lineas verticales en cada uno de los muestreos representan el error estandar con respecto a la media.
Figure 3. Shell length (mm), dry mass of the shell (g) and of the tissue (mg), and total proteins (mg) in the mussel Perna viridis during and after
exposure to cadmium. Treatments exposed (e) and not exposed (o) to Cd. * Values of each parameter for the organisms in their natural bank.
The vertical lines for each sampling represent the standard error relative to the mean.

el laboratorio; no obstante, los organismos que fueron llevados
al medio natural mostraron incrementos significativos
(P <0.05) hasta el final del experimento, alcanzando los
organismos no expuestos al cadmio valores medios significati-
vamente (P < 0.05) superiores a los alcanzados por los
organismos previamente expuestos al cadmio (figs. 3, 4).

Al primer dia de la fase de exposicién al metal se observo
una pérdida de aproximadamente 50% de la masa seca del
tejido, asi como una disminucidn en el contenido de proteinas,
tanto en los organismos no expuestos, como en los expuestos al
metal, con respecto a los organismos del grupo inicial. Poste-
riormente, durante el proceso de depuracion, se observd una
disminucion en la masa seca del tejido de los organismos
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of the experiment. In the field-depurated organisms, the index
tended to decrease in both treatments after 52 days of depura-
tion (fig. 4). The dispersion indices relative to the mean were
notably lower for the field organisms than for those maintained
in the laboratory.

The variation of environmental factors during the study
period is shown in figure 5. Temperature varied between 23°C
and 25°C in July, increasing at the end of the month and
reaching high values of 26-27°C in August. High values of
more than 4 ug L were recorded for phytoplankton biomass
(estimated as chlorophyll a) in early July, while lower values,
generally <1 pg L™, were obtained in August. High particulate
matter content (12-15 mg) was mainly recorded at the end of
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Figura 4. Consumo de oxigeno (mg O, g~ de tejido), excrecién de amonio (mg NH, g~ de tejido) e indice de ARN/ADN en el mejillon Perna viridis
durante y después de la exposicién al cadmio. Tratamientos con exposicion (e) y sin exposicion (o) al Cd. * Valores de cada uno de los parametros
en los organismos en su banco natural. Las lineas verticales en cada uno de los muestreos representan el error estandar con respecto a la media.
Figure 4. Oxygen consumption (mg O, g™* of tissue), ammonia excretion (mg NH, g~ of tissue) and RNA/DNA index for the mussel Perna viridis
during and after exposure to cadmium. Treatments exposed (e) and not exposed (o) to Cd. * Values of each parameter for the organisms in their
natural bank. The vertical lines for each sampling represent the standard error relative to the mean.

expuestos previamente al cadmio que se mantuvieron en el
laboratorio, particularmente durante los primeros 10 dias de
depuracidn, mientras que su contenido de proteinas se mantuvo
estable hasta el final del experimento. Los organismos no
expuestos al cadmio mantuvieron su masa seca durante el
periodo de depuracion en el laboratorio. En aquellos organis-
mos que fueron trasladados al mar se observé un incremento
progresivo de la masa seca del tejido y del contenido de protei-
nas en ambos tratamientos, alcanzando al final del estudio
valores medios iguales (P > 0.05; fig. 3).

El indice ARN/ADN mostré diferencias significativas
(P < 0.05) entre el grupo no expuesto y el expuesto, sélamente
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August, with 15-43% of organic seston; values did not vary
much in July (6-9 mg), though the organic seston values were
higher, from 24% to 42% of total seston. Neither oxygen
concentration nor salinity showed relevant variations during
the study period, the former generally ranging from 5.5 to
7.0 mg L and the latter from 36%o to 38%o, respectively.

Discussion
A correlation between the metal incorporation process and

the time of exposure was determined in this study, with more
than four times the initial concentration of cadmium being
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Figure 5. Variation of temperature (°C), oxygen concentration (mg L™%), salinity (%), phytoplankton abundance estimated as chlorophyll a (ug L),
and total seston (mg) and its organic fraction (%), during the depuration process at Turpialito, Gulf of Cariaco, Venezuela.

al tercer dia de exposicién al metal, siendo mayor el valor
alcanzado por los no expuestos (3.21 + 0.535). Después del
proceso de incorporacidn, en los organismos que se mantuvie-
ron en el laboratorio se observé un aumento en los valores
medios de este indice hasta los 10 dias, para luego mantenerse
sin cambios significativos (P > 0.05) hasta el final del experi-
mento. En los organismos depurados en el campo se observo
en este indice una tendencia a disminuir con ambos tratamien-
tos a los 52 dias de depuracién (fig. 4). En estos organismos los
indices de dispersion con respecto a la media fueron notable-
mente menores que los de los organismos mantenidos en el
laboratorio.

En la figura 5 se muestra la variacion de los factores
ambientales durante el periodo de estudio. La temperatura
varid entre 23°C y 25°C en el mes de julio, excepto hacia fina-
les de éste cuando aumenta para alcanzar temperaturas altas
(26-27°C) en el mes de agosto. Contrariamente, la biomasa
fitoplanctonica, estimada por la clorofila a, a principios de
julio mostr6 valores altos, alcanzando niveles superiores a
4 ug L, mientras que durante el mes de agosto se mantuvo en
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incorporated at the end of the uptake bioassay. Nevertheless,
all organisms survived the process, indicating that they were
not severely affected by exposure to this metal and reaffirm-
ing the sublethal nature of the concentration used. This
hypothesis is supported by the lack of significant differences
in the physiological indices used (growth, proteins, oxygen
consumption, ammonia excretion, RNA/DNA) between the
cadmium-exposed and unexposed organisms in this
experiment.

Cadmium uptake in P. viridis was very fast. On the first day
of exposure, the metal had already been incorporated in the
tissue in a proportion notably higher than initially recorded,
probably due to the filtration capacity of bivalves, particularly
mytilids. Phillips and Rainbow (1993) indicate that Mytilus
species accumulate metals in concentrations considerably
higher than those found in the environment.

The depuration process was also characterized by being
fast, especially in those organisms transferred to the field,
which were able to significantly reduce the concentration of
cadmium in the tissue in just three days. The period of time for
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valores bajos, generalmente <1 ug L. Principalmente a finales
del mes de agosto se registrd un periodo con alto contenido de
material particulado (12-15 mg), con un 15-43% de seston
organico, mientras que durante el mes de julio éste se mantuvo
sin grandes cambios, oscilando sus valores entre 6 y 9 mg,
aungue con valores mas elevados de seston organico, general-
mente de 24% a 42% del seston total. Ni la concentracion de
oxigeno ni la salinidad mostraron variaciones relevantes
durante toda la experimentacion. El oxigeno generalmente se
mantuvo entre 5.5y 7.0 mg L y la salinidad entre 36%o y
38%o.

Discusién

En el presente trabajo se determind una correlacién en el
proceso de incorporacidn del cadmio con respecto al tiempo de
exposicion, incorporando hacia el final del periodo de incorpo-
racion mas de cuatro veces la concentracion inicial. No
obstante, todos los organismos sobrevivieron a dicho proceso,
lo cual indica que la incorporacion del metal no lleg6é a un
estado de afeccion severo, reafirmando el caracter subletal de
la concentracion utilizada. Esta hipdtesis es soportada por la
ausencia de diferencias significativas en los indices fisiologi-
cos utilizados (crecimiento, proteinas, consumo de oxigeno,
excrecion de amonio, ARN/ADN) entre los organismos
expuestos al cadmio en el experimento y los no expuestos.

La incorporacion del cadmio en P. viridis fue muy rapida.
Al primer dia de exposicion ya se habia producido la incor-
poracion de metal en el tejido de los organismos, en una
proporcion notablemente superior a la registrada inicialmente.
Esto probablemente se debi6 a la gran capacidad de filtracion
que poseen los bivalvos, particularmente los mitilidos. Phillips
y Rainbow (1993) indican que especies del género Mytilus
acumulan metales en concentraciones considerablemente supe-
riores a las encontradas en el ambiente.

Al igual que la incorporacidn, el proceso depurativo se
caracterizd por ser rapido, sobretodo en los organismos que
fueron trasladados al campo, los cuales lograron disminuir sig-
nificativamente la concentracion de metal en el tejido en tan
solo tres dias. El tiempo de depuracién de los metales por los
organismos puede ser considerado corto (10 dias para el Cu;
Viarengo et al., 1985), intermedio (32 dias para As; Unlii y
Fowler, 1979) o prolongado (>120 dias para el Cd en los
mejillones M. edulis y M. galloprovincialis; Borchardt, 1983;
Viarengo et al., 1985). En la presente investigacion, la concen-
tracion de cadmio en el tejido de P. viridis disminuy6, en un
tiempo menor a 52 dias, a niveles inferiores a los que traian del
medio donde fueron recolectados. Las diferencias encontradas
entre los estudios podrian deberse a la concentracion utilizada
y al tiempo de exposicién, asi como a la diferenciacion en
cuanto a la especie y a una mayor capacidad de depuracion en
el medio natural que en el laboratorio.

En la fase de depuracion, a pesar de que los organismos en
condiciones de laboratorio fueron alimentados diariamente, no
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the depuration of metals can be considered short (10 days for
Cu; Viarengo et al., 1985), intermediate (32 days for As; Unli
and Fowler, 1979) or prolonged (>120 days for Cd in the
mussels M. edulis and M. galloprovincialis; Borchardt, 1983;
Viarengo et al., 1985). In this study, cadmium concentration in
the tissue of P. viridis specimens decreased in less than 52 days
to levels below those they originally had from the environment
where they were collected. The differences found among stu-
dies could be due to the concentration and exposure time used,
as well as differences regarding the species and greater depura-
tion capacity in the natural environment than in the laboratory.

In the depuration phase, even though the organisms kept
under laboratory conditions were fed daily, no growth was
recorded. They sustained similar tissue mass and respiration
(oxygen consumption) and excretion (ammonia production)
rates, indicating that energy obtained from the food was
enough to maintain the basic metabolism but with limited
anabolic capability. In contrast, the mussels in the natural envi-
ronment presented growth and an increase in the physiological
indices studied, as a result of surplus energy for the organism’s
growth.

During the metal exposure and depuration processes, no
significant differences were found for the RNA/DNA index
between the mussel juveniles maintained in the laboratory or
with each one of the treatments, showing high variability as a
result of the high dispersion indices. On the other hand, the
mean values of this index for the field organisms in each treat-
ment showed dispersion values of a lower magnitude and even
the organisms previously exposed to cadmium showed higher
RNA/DNA indices at the end of the experiment, indicating
greater metabolic activity for growth, contrary to the growth
shown by both the tissue and shell of the bivalve. Compared
with the rest of the physiological indices, these results show
that the RNA/DNA index is not suitable for use in the analysis
of physiological processes in evaluations involving different
physiological states of the organisms and exogenous effects,
both environmental and generated by pollutants. In a similar
energy availability and channeling scenario, Lodeiros et al.
(1996) and Villegas (2000) suggest caution in the use of the
RNA/DNA index when physiological processes, such as
reproduction, are involved that may affect the channeling of
energy to somatic growth when not enough food is available to
generate the necessary energy for both physiological processes
(somatic growth and reproduction).

There were no significant variations in oxygen concentra-
tion and salinity throughout the experiment (5.5-7.0 mg L™
and 36-38%o, respectively), and the significant influence of
these factors was discarded because of the low annual variabil-
ity in the study area (Lodeiros and Himmelman, 1994, 2000).
Likewise, there was no positive correlation between phyto-
plankton abundance and growth of the species; however, the
highest total seston concentrations and temperatures were
recorded in August, coinciding with the highest growth rates of
the field-treated organisms. This could signal these factors as



Ciencias Marinas, Vol. 31, No. 1A, 2005

se observé crecimiento alguno, manteniéndose tanto la masa de
los tejidos como las capacidades de respiracion (consumo de
oxigeno) y de excrecion (produccion de amonio) en valores
similares. Esto sugiere que la energia suministrada a través del
alimento fue suficiente para soportar el metabolismo basico,
aungue con una capacidad anabdlica limitada. En contraste, los
mejillones mantenidos en el medio natural mostraron creci-
miento y aumento en los indices fisiologicos estudiados, como
resultado del excedente energético para el crecimiento del
organismo.

Durante los procesos de exposicion y depuracion del metal,
en general, no se observaron diferencias significativas en el
indice ARN/ADN entre los juveniles del mejillén mantenidos
en el laboratorio ni con cada uno de los tratamientos, mos-
trando una gran variabilidad revelada por sus altos indices de
dispersion. Sin embargo, en los organismos que fueron lleva-
dos al campo, los valores medios de este indice, para cada uno
de los tratamientos, mostraron valores de dispersién de menor
magnitud. Inclusive los organismos previamente expuestos al
cadmio, al final del experimento, mostraron indices de ARN/
ADN mayores, lo que sugiere una mayor actividad metabélica
para el crecimiento, contraria al crecimiento observado tanto
por en el tejido como en la concha del bivalvo. Estos resulta-
dos, comparados con el resto de los indices fisiol6gicos
estudiados, muestran que el indice ARN/ADN no es adecuado
para el analisis de procesos fisioldgicos en evaluaciones que
involucren diversos estados fisioldgicos de los organismos con
efectos exdgenos tanto ambientales como generados por conta-
minantes. En un escenario de disponibilidad y canalizacién
energética similar, Lodeiros et al. (1996) y Villegas (2000)
sugieren precaucion en la utilizacién del indice de ARN/ADN
cuando se involucran procesos fisioldgicos como la reproduc-
cién, que pudieran disminuir la canalizacion de energia al
crecimiento somatico, sobretodo cuando la disponibilidad de
alimento no es suficiente para generar la energia necesaria para
los dos procesos fisiologicos (crecimiento somatico y
reproductivo).

Ni la concentracion de oxigeno ni la salinidad mostraron
variaciones relevantes durante todo la experimentacién (entre
55y 7.0 mg Ly 36%0 y 38%o, respectivamente), descartan-
dose una influencia significativa de estos factores debido a su
reducida variabilidad anual en la zona de estudio (Lodeiros
y Himmelman, 1994, 2000). Tampoco se observd una corre-
lacion positiva entre la abundancia fitoplancténica y el
crecimiento de la especie. Sin embargo, para el periodo de
agosto se registraron las mayores concentraciones del seston
total y las temperaturas mas elevadas, coincidiendo con las
mayores tasas de crecimiento en los organismos que fueron
llevados al ambiente natural, lo que podria indicar que estos
factores son posibles moduladores del crecimiento de P. viridis
en condiciones de cultivo en el Golfo de Cariaco.

Es importante sefialar que al final del experimento no se
observaron diferencias significativas en el valor medio alcan-
zado por la masa seca del tejido entre tratamientos; sin
embargo, la concha presentd tanto longitudes como masas
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possible modulators of the growth of P. viridis under culture
conditions in the Gulf of Cariaco.

It is important to note that at the end of the experiment no
significant differences were observed in the mean value for the
dry tissue mass among the treatments; however, the shell of the
organisms exposed to cadmium was significantly smaller in
length and mass than that of the unexposed organisms. This
could suggest that the shell but not the tissue may have been
affected. Villegas (2000) reported reduced shell regeneration
for Pinctada imbricata specimens previously exposed to a sub-
lethal dose of cadmium relative to a control group. The metal
probably induces antitoxic, protection mechanisms that reduce
the speed of shell deposition. The organisms thus distribute the
accumulated energy so that the basic physiological processes
are guaranteed.

In general, an organism responds to stress by using the
energy reserves. This can be measured in terms of carbohy-
drate, lipid and protein use, but it is necessary to employ more
sensitive indices (Widdows, 1985). Oxygen consumption and
ammonia excretion are indices that can be used to measure the
physiological condition of individuals, as indicated in studies
on different species (Sivaramakrishna et al., 1991; Sobral and
Widdows, 1997). In this study, neither oxygen consumption
nor the rate of ammonia excretion showed significant differ-
ences; however, at the end of the experiment the organisms
treated in the field presented a significant increase in oxygen
consumption and ammonia excretion rate, both expressed as
proportional values (milligrams of oxygen or ammonia relative
to dry tissue mass), with higher values for the unexposed
organisms than for those exposed to cadmium. This suggests
that during the exposure to cadmium a chronic effect occurred
that was detected by the respiratory and excretion rates. The
presence of the metal could have affected the mitochondrial
metabolic capacity, joining specific enzymes, and this probably
led to a reduction in the energy conversion efficiency,
uncoupling the oxidative phosphorilation and causing oxida-
tive stress (Di Guilio et al., 1995). Once the concentration of
cadmium had decreased in the organisms, the mitochondrial
activity was reestablished, producing an increase in the oxygen
consumption rate at the end of the experiment. Consequently,
an increase in oxygen consumption (greater metabolism)
would generate the increased ammonia excretion observed.
Further studies on enzymatic activity, with particular reference
to the mitochondrial level, analyzing catabolic processes rela-
tive to ammonia excretion, are recommended to verify the
hypothesis proposed.

Of all the physiological indices considered in this study,
only the RNA/DNA ratio proved unsuitable to evaluate the
toxic effect of cadmium on P. viridis. Total proteins, tissue dry
mass, shell height and, in particular, oxygen consumption
and ammonia excretion were found suitable to evaluate the
physiological condition of P. viridis exposed to sublethal con-
centrations of xenaobiotics.
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significativamente menores en los organismos expuestos al
cadmio que las alcanzadas por los organismos no expuestos al
metal. Esto podria sugerir que el efecto pudo haberse dado a
nivel de la concha y no en el tejido. Villegas (2000) report6 una
menor regeneracion de la concha en ejemplares de Pinctada
imbricata expuestos previamente a una dosis subletal de
cadmio con respecto al grupo control. Probablemente, el metal
induce procesos de proteccion, antitoxicos, lo cual deriva en la
reduccion de la velocidad de regeneracion de la concha. En
este sentido, los organismos distribuyen la energia acumulada
de tal manera que se garanticen los procesos fisiol6gicos
béasicos.

En general, la respuesta de un organismo ante el estrés es la
utilizacion de sus reservas energéticas, la cual puede ser
medida en términos de utilizacién de carbohidratos, lipidos y
proteinas; sin embargo, es necesario emplear para ello indices
mas sensibles (Widdows, 1985). EI consumo de oxigeno y la
excrecion de amonio son indices que permiten medir la
condicion fisioldgica de los individuos, tal y como lo sefialan
estudios realizados en diferentes especies y condiciones
(Sivaramakrishna et al., 1991; Sobral y Widdows, 1997). En el
presente estudio, tanto el consumo de oxigeno como la tasa de
excrecion de amonio en condiciones de laboratorio no mostra-
ron diferencias significativas. Sin embargo, los organismos que
fueron llevados al medio natural mostraron, al final del ensayo,
un aumento significativo en el consumo de oxigeno y en la tasa
de excrecién de amonio, ambos expresados como valores
proporcionales (miligramos de oxigeno o amonio en relacién
con la masa seca del tejido), manteniéndose los valores medi-
dos en los organismos no contaminados por encima de los de
los organismos expuestos al metal. Esto sugiere que durante la
exposicién al cadmio se generd un efecto cronico que fue
detectado a través de la tasa respiratoria y de la excrecion.
La presencia del metal, en principio, pudo haber afectado la
capacidad metabdlica mitocondrial, uniéndose a enzimas espe-
cificas. De esta manera se generd una probable reduccion en la
eficiencia de conversién de energia, desacoplando la fosforila-
cién oxidativa, causando estrés oxidativo (Di Guilio et al.,
1995). Una vez que los organismos habian disminuido la
concentracion del metal, la actividad mitocondrial pudo reesta-
blecerse, produciéndose un aumento en la tasa de consumo de
oxigeno al final del experimento. En consecuencia, del
aumento del consumo de oxigeno (mayor metabolismo) se
generaria el aumento de la excrecion de amonio observado. En
este sentido, para verificar esta hipdtesis se sugiere un estudio
de la actividad enzimatica con especial énfasis a nivel mito-
condrial, analizando particularmente procesos catabdlicos
relativos a la excrecion de amonio.

De todos los indices fisioldgicos considerados en este estu-
dio, la relacion ARN/ADN fue la que no demostré ser un
indice adecuado para evaluar el efecto tdxico de metales del
cadmio en P. viridis en un andlisis de efectos subletales
causados por la exposicion a xenobi6ticos. Sin embargo, la
determinacion de proteinas totales, masa seca de los tejidos,
alto de la concha y particularmente el consumo de oxigeno y
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