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RESUMEN

Se evaluo la capacidad de bioacumulacion de cadmio en juveniles del mejillon verde Perna viridis con longitud
antero-posterior promedio (12,67 + 3,02 mm) expuestos durante un periodo de 8 dias a dos concentraciones
subletales de cloruro de cadmio (50 y 80 ugCd/L) y su inmediato efecto sobre el indice ARN/ADN. Los niveles
de cadmio se cuantificaron en la totalidad de los tejidos y en la concha, usando un espectrofotometro de absorcion
atomica con llama de aire-acetileno. El indice de ARN/ADN fue cuantificado en el miisculo abductor. A los dos dias
del experimento, los mejillones presentaron el mayor nivel de acumulacioén de Cd en los tejidos, proporcional a las
concentraciones experimentales, para luego mantener los niveles en los tejidos sin cambios durante el experimento.
Los organismos en el tratamiento control mantuvieron una cantidad de cadmio constante durante todo el estudio.
La acumulacién en la concha fue continua e igualmente proporcional a la concentraciéon de los tratamientos.
El indice ARN/ADN presentd descenso en ambos tratamientos, mientras que los organismos del grupo control
mostraron los mayores niveles y sin cambios significativos a lo largo del experimento. Los resultados mostraron
una inmediata incorporacion del Cd en los organismos durante las primeras 48 h, con posterior regulacion del
metal, lo cual generé posiblemente un gasto metabolico asociado al proceso de contrarrestar el efecto toxico,
conllevando a una disminucion del indice ARN/ADN. Perna viridis es una especie capaz de regular niveles
tolerables de cadmio, respondiendo con mecanismos eficaces de regulacion que le permiten aclimatarse a zonas
contaminadas. La acumulacion continua de Cd en la concha, sugiere a este compartimiento como indicador de
contaminacion por este metal en sistemas acuaticos.
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ABSTRACT

We evaluated the potential for bioaccumulation of Cadmium in juveniles of the green-lipped mussel Perna
viridis (with average antero-posterior length 12.67+3.02 mm) exposed to two sublethal concentrations of cadmium
chloride (50 and 80 pgCd/ L) and the immediate effect on the RNA/DNA ratio during an exposure period of 8 days.
Cadmium levels were quantified in all tissues and the shell, using an atomic absorption spectrophotometer with
air-acetylene flame. The ratio RNA/DNA was quantified in the abductor muscle. After two days of the experiment,
the mussels showed the highest accumulation of Cd in tissues, which was proportional to the experimental
concentrations, and then the levels in tissues remained unchanged during the rest of the experiment. Organisms
in the control treatment maintained a constant amount of cadmium throughout the study. The accumulation in
the shell was continuous and proportional to the concentration of the treatments. The ratio RNA/DNA showed a
decline in both treatments, while organisms in the control group showed the highest levels and without significant
changes throughout the experiment. Results showed an immediate incorporation of Cd in organisms, during
the first 48 hours of exposure, with subsequent regulation of the metal, generating possibly a metabolic cost
to counteract the toxic effect, leading to a decrease in RNA/ DNA ratio. Perna viridis is a species capable of
regulating tolerable levels of cadmium, responding with effective regulatory mechanisms that allow it to acclimate
to contaminated areas. The continuous accumulation of Cd in the shell suggests that this compartment can be used
as an indicator of pollution for this metal in aquatic systems.

Kty worps: Heavy metals, mussels, accumulation, RNA/DNA.

INTRODUCCION

En la actualidad los metales pesados constituyen
un serio problema a nivel mundial ya que pueden ser
bioacumulados por diferentes organismos acuaticos, lo
que les permite ingresar a cualquier nivel de la cadena
trofica; en consecuencia, su estudio y evaluacion es
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de importancia en la preservacion de los ecosistemas
acuaticos (Bustamante et al. 2000). Un grupo de
organismos que ampliamente han sido utilizados para
estimar el grado y efecto de los metales pesados en los
ecosistemas marinos, son los moluscos bivalvos debido
a la capacidad que tienen de tolerar, acumular y depurar
altas concentraciones de contaminantes (Pan y Wang
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2008, Voets et al. 2009). Un buen ejemplo lo representan
los mejillones de aguas templadas Mytilus edulis,
subtropicales Mytilus galloprovincialis 'y tropicales
Perna viridis (Gutiérrez-Galindo y Muifoz-Barbosa
2003, Yap et al. 2006, Rojas et al. 2009).

De los metales pesados, el cadmio constituye uno de
los elementos mas biotoxicos para la vida acuatica, debido
a que no es esencial para el funcionamiento normal de los
organismos. Se ha demostrado que su presencia en los
bivalvos produce alteraciones fisioldgicas y metabdlicas,
afectando procesos de trascripcion y sintesis del ARN,
transporte a través de la membrana plasmatica, funciones
mitocondriales, asi como la estabilidad lisosomica
(Vargas y Barracco 2001, Cheung et al. 2001, Zapata et
al. 2012)

Una manera de conocer y evaluar la influencia de
agentes contaminantes en bivalvos que conlleven a
la evaluacion de procesos fisiologicos relativos a la
sintesis de proteinas, mediante pruebas de laboratorio,
es la relacion del ARN con respecto al ADN, ya que
es utilizada como respuesta inmediata del crecimiento
en un momento determinado (Acosta y Lodeiros 2001,
Wang 2002, Anton et al. 2008). La relacion ARN/ADN
ha tenido aplicacion en estudios sobre la biologia del
crecimiento de los organismos acuaticos bajo condiciones
controladas o en ambientes naturales (Belmar et al. 2008)
y mas recientemente ha sido empleada como herramienta
para determinar en organismos el grado de perturbacion
causado por la presencia de xenobidticos en el ambiente.
Por lo que es empleada para evaluar areas afectadas por
la presencia de contaminantes, tanto organicos como
inorganicos (Wo et al. 1999, Wang 2002, Tsangaris et al.
2010).

Perna viridis es un organismo que presenta
relevancia muy significativa, tanto como recurso
pesquero como por acuicultura (Manoj y Appukuttan
2003, Lodeiros et al. 1999, Acosta et al. 2009), ha sido
utilizado como bioindicador de contaminacion en zonas
tropicales del Océano Indopacifico (Krishnakumar et al.
1996, Rajagopal 2006). En la actualidad, la especie se ha
expandido por el Atlantico tropical (Agard et al. 1992,
Lodeiros et al. 1999), lo cual permite considerarla de
amplia distribucion zoogeografica. Estas caracteristicas,
junto con la elevada abundancia que presenta durante
todo el afio, la importancia socioeconomica, y los
conocimientos que se tienen sobre su biologia y
principalmente sobre la ecotoxicologia (Acostay Lodeiros
2001, Rojas et al. 2002, Narvaez et al. 2005, Rojas ef al.
2009, Lémus 2010), han permitido considerarla como
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una de las especies mas representativas para estudios
ecotoxicologicos en las costas de Venezuela y el Caribe
(Lodeiros 2011). En vista de ello, las evaluaciones
referentes a sus repuestas ante agentes contaminantes,
son de gran importancia. El presente estudio muestra la
acumulacion del cadmio en concentraciones subletales
en juveniles del mejillon verde Perna viridis y su efecto
sobre la condicion fisiologica utilizando el indice ARN/
ADN.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de Perna viridis fueron recolectados
de un banco natural de la localidad de La Esmeralda
(10°,40°35”N; 63°,30°50”W), ubicado en la costa
norte del golfo de Cariaco, estado Sucre, Venezuela.
Los organismos fueron trasladados en contenedores
isotérmicos con agua de mar suficientemente aireada
hasta el laboratorio donde se aclimataron sin suministro
de alimento durante 96 h a temperatura de 22 + 1°C,
salinidad de 35 + 1 psu, pH 7,8 £ 2 y saturacion de
oxigeno del agua > 90%.

Para el experimento se utilizaron nueve acuarios de
40 L de capacidad, llenados con 20 L de agua de mar
filtrada (1 um) y tratada con luz ultravioleta. Se utilizaron
50 organismos juveniles de tallas homogéneas (12,67
+ 3,02 mm; longitud dorso-ventral) por cada acuario.
Tres réplicas de estos acuarios, fueron utilizados para
cada uno de los siguientes tratamientos: exposicion de 0
(control), 50 y 80 pgCd/Len forma de cloruro de cadmio
(CdCl,) durante 8 dias. Durante el periodo experimental,
cada 24 horas, se realizaron recambios del 50% de
agua en los acuarios con el fin de mantener constantes
las concentraciones del metal y conservar la calidad
del agua. Posteriormente se realizaron mediciones en
el agua con la ayuda de un analizador de iones para
registrar la cantidad de cadmio y luego se procedié a
afiadir la solucion patrén hasta completar los niveles
experimentales iniciales. Cada dos dias, una vez iniciada
la experiencia, se tomaron 10 ejemplares al azar en cada
réplica, e inmediatamente se congelaron a -40°C para su
analisis posterior.

La cuantificacion de cadmio se realizd en todo el
tejido blando y en la concha, mediante un tratamiento
previo de deshidratacion en una estufa a 70°C/48h hasta
obtener peso constante. Una vez deshidratados, el tejido
y la concha se pulverizaron y luego se pes6 1 g de tejido
seco de las muestras. La digestion del tejido, se realizo
siguiendo las recomendaciones descritas en Bebiano y
Machado (1997) con algunas modificaciones: las muestras
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se colocaron en matraces de 100 mL y se les agregé 5 mL
de una solucion constituida por acido nitrico y perclorico
(3:1); mientras que las conchas fueron digeridas con
5 mL de acido nitrico, mas 5 mL de agua desionizada,
ambas muestras fueron calentadas por separado a
100°C/4h. Posteriormente se procedi6 al filtrado de las
muestras, diluyéndolas en agua desionizada y filtrando
en papel Whatman N° 40, hasta alcanzar un volumen de
25 mL en matraces aforados. La concentracion del metal
se determind usando espectrofotdmetro de absorcion
atomica con llama de aire-acetileno y corrector de fondo
de deuterio (Perkin Elmer, modelo 3110), a una longitud
de onda de 229 nm, tomando el promedio de tres lecturas.
Para las curvas de calibracion se utiliz6 un estandar de
cadmio de 1000 ppm marca Fixanal. La precision del
método fue verificada utilizando el estandar de referencia
de tejido NIST Oyster tissue 1566a.

Elindice de ARN/ADN fue cuantificado en el musculo
abductor a partir de una muestra de unos 80 mg de los
organismos de cada réplica de tratamiento, siguiendo la
metodologia establecida por Canino y Calderone (1995).
El tejido fue macerado en viales Eppendorf de 1,5 mL,
hasta formar un homogeneizado. A cada vial se afiadio
100 mL de solucion de sarcosina (1%), mezclando en un
agitador eléctrico por 30 min. Se dejo reposar y se mezclo
nuevamente otros 30 min. Luego se agregd 900 mL de
buffer (TRIS-EDTA), se mezcld, y se centrifugd a 2500
rpm durante 15 min. A cada muestra y por duplicado, se
coloco 10 mL del sobrenadante en tubos de borosilicato
(12x75 mm), anadiendo 400 mL del buffer. Para la
determinacion del ARN se afnadio 500 mL de la solucion
de bromuro de etidio y para el ADN 500 mL de reactivo
de Hoechst. Las lecturas, tanto para el ARN como para
el ADN, se realizaron a longitudes de onda de 490 nm.
Para estimar por extrapolacion, las concentraciones de
los acidos nucleicos, se establecieron curvas patrones
tanto para el ARN y ADN. Para esto se tomaron 200 mL
de la solucion estandar de ADN y de ARN, por separado,
y se colocaron en tubos de borosilicato, el cual contenia
previamente 300 mL de solucion buffer (TRIS-EDTA),
a partir del cual se realizaron diluciones seriadas de 250
mL.

Se aplico analisis de varianza de una via. En los casos
donde se determinaron diferencias significativas (p <
0,05), se aplico la prueba a posteriori de Sheffé, siguiendo
las recomendaciones establecidas en Zar (1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ejemplares expuestos a las concentraciones
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experimentales de 50 ngCd/L y 80 pgCd/L sobrevivieron
en el transcurso del bioensayo, reafirmando a estas
concentraciones como dosis subletales. Durante los dos
primeros dias de exposicion, los organismos mostraron
valores de cadmio significativamente diferentes (p <
0,05), la acumulacion en los tejidos fue proporcional a
los niveles presentes en el medio (49 + 10,33 pgCd/g y
74 £20,16 ugCd/g, respectivamente). En el grupo control
los valores se mantuvieron constantes (8 + 2,03 pgCd/g)
durante todo el estudio (Fig. 1).
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Figura 1. Bioacumulacién de cadmio en los tejidos blandos de juveniles
del mejillon verde P. viridis expuestos a dos concentraciones subletales
de cadmio (50 pgCd/L y 80pgCd/L), durante 8 dias de exposicion.

Después de transcurridas las 48 h de exposicion, no
se evidenciaron cambios significativos en el proceso de
acumulacion del metal (67-72 pgCd/L para 80 pgCd/L
y 49-50 pgCd/g para 50 pgCd/g, respectivamente).
Estos resultados sugieren que en menos de 48 h los
mejillones acumularon de manera eficiente el cadmio en
el medio, para luego activar mecanismos de control. De
esta manera, se considera que el umbral de acumulacion
en esta especie podria ser dependiente del tiempo y
de los intervalos de las concentraciones del metal. La
condicion de inanicion pudo condicionar al bivalvo a
activar rapidos procesos metabolicos rapidos para el
mantenimiento basal. En este sentido, se deberia disenar
estudios que incorporen esquemas experimentales con y
sin alimentacion de los organismos para comparar dichas
respuestas.

Se ha demostrado que los organismos pueden
presentar tres estrategias principales para eludir la accion
toxica del cadmio: 1) reduccion de la entrada de metal, 2)
aumento de la excrecion y 3) secuestro del metal dentro
de los tejidos en forma no toxica (Yang y Thompson 1996,
Nicholson y Lam 2005, Rojas et al. 2009). En nuestro
estudio, P. viridis posiblemente empled una combinacion
de las estrategias anteriores, con la finalidad de regular
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la concentracién del metal en sus tejidos. De acuerdo
con los resultados obtenidos, esta especie presentd un
comportamiento de organismo regulador y no como un
acumulador de cadmio, ya que mantuvo un equilibrio
entre la acumulacion y la eliminacion (caso contrario a lo
observado en la concha).

El grupo experimental no expuesto (control),
present6 valores de 8,24 + 1,47 ngCd/g, sugiriendo que
los organismos experimentales provenientes de la zona
de La Esmeralda tenian acumulado cadmio en sus tejidos
(Fig. 1). La presencia del Cd en la zona nororiental
de Venezuela esta principalmente relacionada con la
descomposicion de la materia organica y liberacion del
metal al medio, producto del fenomeno de surgencia
costera que se presenta anualmente (Miiller-Karger et
al. 1989, Acosta y Lodeiros 2004, Lemus et al. 2010).
En este sentido, el cadmio muestra un comportamiento
biogeoquimico muy similar al de los nutrientes, por lo
tanto este metal, parece estar controlado por el ciclo
de nutrientes en la columna de agua, esta caracteristica
hace que las aguas de surgencia constituyan la principal
fuente de este metal en la zona, haciéndose biodisponible
(Acosta y Lodeiros 2004). De esta manera es posible
que los organismos establecidos en el nororiente de
Venezuela, puedan contener cierta cantidad de cadmio en
sus tejidos debido a procesos naturales y antropicos.

Laadsorcion de cadmio en la concha presentd un ligero
incremento en ambas concentraciones hasta finalizada
la experiencia (Fig. 2). A 80 pgCd/L los niveles fueron
significativamente mas elevados (p < 0,05), sugiriendo
incorporacion continua del metal en la concha. La
explicacion es que las conchas estan hechas de aragonita,
una forma de carbonato de calcio que cambia sus atomos
de calcio a favor de los metales pesados, bloqueandolos
en una forma soélida. Estos resultados concuerdan con
los reportados por White y Rainbow (1985), Phillips y
Rainbow (1997) y Acosta y Lodeiros (2004), quienes
sefialan que la adherencia de los metales en la concha
es constante con respecto a la concentracion del medio,
proporcionandole a este compartimiento ventajas para
determinar niveles de metales en funcién de monitorear
procesos de contaminacion por metales pesados.

El indice de condicion fisioldgica ARN/ADN
presentd diferencias significativas (p < 0,05), con un
descenso progresivo de este indice en los tratamientos
con las mayores concentraciones experimentales en
relacion al tiempo de exposicion (Fig. 3). En el grupo
control se registraron los mayores niveles de ARN/ADN
(15,1 £4,86), seguido de los organismos expuestos a 50
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pngCd/L (12,1 + 2,45) y el menor indice de condicion
se obtuvo a 80 ugCd/L (3,6 + 2,34). Los mejillones no
expuestos al cadmio presentaron los niveles mayores
de ARN/ADN, acompafiado por sintesis de proteinas,
sugiriendo mejor condicion fisiologica con respecto a los
organismos expuestos. En este sentido, se ha demostrado
que P viridis expuesto a concentraciones bajas de
cadmio activa enzimas transportadoras de metales como
respuesta que ayuda a contribuir con la homeostasis del
metal dentro del musculo (Yang y Thompson 1996).

16 4
CRYE
3 12
O
E
FE
<
[%]
5 4
S 4

0

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

——Control ---o--- 50ugCd/L —=—80 ugCd/L

Figura 2. Biocumulacion de cadmio en la concha de juveniles del
mejillon verde P. viridis expuestos a dos concentraciones subletales de
cadmio (50 pgCd/Ly 80ugCd/L), durante 8 dias de exposicion.
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Figura 3. indice ARN/AND en el misculo abductor de juveniles del
mejillon verde P, viridis expuestos a dos concentraciones subletales de
cadmio (50 pgCd/Ly 80ugCd/L), durante 8 dias de exposicion.

En los mejillones expuestos se observé una
disminuciéon inmediata del indice, posiblemente
relacionada con la rapida acumulacion del metal en las
primeras 48 h, aunado al estado de inanicion en la cual
se encontraban los organismos. Con relacion al estado
de inanicion, Viioles ef al. (2000), encontraron que el
indice ARN/ADN en el tejido muscular de P. viridis
responde lentamente en presencia de estrés alimentario;
sin embargo, esta especie es capaz de utilizar la energia
en forma de glucdgeno, contenida en el tejido muscular,
para mantener un comportamiento de ajuste energético,
mostrando adaptacion al estrés, resultando en un uso
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muy lento o disminuido de la energia de reserva, hecho
que se ve reflejado en los niveles constantes de ARN/
ADN hasta el final de la experiencia.

A 80 pgCd/L, se produjo un estado de estrés
avanzado, que se evidencio en la condicion fisiologica
del organismo, reflejado en su indice ARN/ADN. Este
indice tendid a disminuir progresivamente durante
todo el periodo experimental, respuesta que pudo estar
asociada con la cantidad de cadmio acumulada durante
los dos primeros dias. No obstante, los valores menores
de ARN/ADN pudieron estar asociados con la baja
capacidad de sintesis de proteinas que son las que activan
los mecanismos de destoxificacion y biotransformacion
del metal. Al comparar los resultados obtenidos en las
concentraciones de ARN y de los valores del cociente
ARN/ADN en Donax denticulatus expuestos a dosis
subletales de cadmio, se evidencid disminucion de ambos
parametros, asociados con el aumento de la concentracion
del metal al que fueron expuestos, posiblemente como
consecuencia del efecto toxico del mismo (Anton et al.
2008). El indice ARN/ADN ha sido considerado como
indicativo del estado de la condicion fisiologica en
bivalvos y otros organismos (Gomez et al. 1998, Bracho
et al. 1999, Becker et al. 2005).

Perna viridis es una especie capaz de regular
niveles tolerables de cadmio, respondiendo con
eficaces mecanismos de regulacion, que les permiten
acondicionarse a zonas que puedan estar contaminadas
por este metal, siendo la relacion ARN/ADN, un indice
de respuesta inmediata, que permite conocer la condicion
fisiologica en la cual se encuentra el organismo en un
momento determinado.
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