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RESUMEN

El efecto de la dosis subletal de cadmio 0,05 mg/L en la ostra perla del Caribe Pinctada imbricata se evalud
en organismos de tres tallas diferentes: juveniles de 10-20 mm, 40-45 y adultos > 75 mm. Los bioensayos
estaticos se llevaron a cabo durante 7 dias con una renovacion del metal en el cuarto dia de exposicion. Al final
del bioensayo, se evalu6 la reposicion de la concha, masa de tejido, consumo de oxigeno y relacion ARN/ADN.
No se observaron efectos significativos del cadmio en niveles subletales sobre la masa de tejido, indice de ARN/
ADN y consumo de oxigeno, en cada una de las tallas. No obstante, a esta concentraciéon de cadmio se registrod
una disminucion significativamente en la reposicion de la concha en los organismos juveniles. La utilizacion
de reposicion de concha en juveniles de P. imbricata es recomendada como indicador bioldgico para establecer
pruebas de toxicidad.

PaLABRAS cLAVE: Ostras perla Akoya, toxicidad, ARN/ADN, consumo de oxigeno, Golfo de Cariaco.
ABSTRACT

The effect of sublethal doses of cadmium 0.05 mg/L in the Caribbean pearl oyster Pinctada imbricata was
evaluated in three different sizes: juveniles 10-20 mm, 40-45, and adults >75 mm. Static bioassays were conducted
for 7 days with a renewal of metal on the fourth day of exposure. At the end of the bioassay, the replacement of the
shell, mass of tissue, oxygen consumption and RNA/DNA ratio were evaluated. No significant effects of cadmium
at sublethal concentration were observed in the tissue mass, RNA/DNA ratio and oxygen consumption in each of
the sizes evaluated. However, at this concentration of cadmium a significant decrease was observed in the shell
replacement in juveniles. The use of shell replacement of P. imbricata juveniles is recommended as a biological

indicator in toxicity testing.

KEy worbps: Akoya pearl oyster, toxicity, RNA/DNA, oxygen consumption, Golfo de Cariaco.

INTRODUCCION

A partir de mediados del siglo pasado se llevaron
a cabo estudios a fin de evaluar el efecto toxico de
xenobioticos en el medio ambiente, particularmente en
los ecosistemas acuaticos, debido a la gran vulnerabilidad
de los cuerpos de agua como receptores finales de
efluentes industriales y domésticos. Muchos han sido los
organismos utilizados para estudios ambientales, siendo
los moluscos, particularmente las especies de la clase
Bivalvia, los mas ampliamente utilizados, porque en su
mayoria son organismos sésiles o de poco desplazamiento,
incorporan gran cantidad de contaminantes en los tejidos,
son economicamente importantes y son de facil adaptacion
a las condiciones de confinamiento (Nascimento et al.
2002, Lemus et al. 2010, 2012).

Debido a la capacidad de acumular contaminantes
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potenciales, algunas especies de ostras perlas,
particularmente las “tipo Akoya” (Pinctada fucata,
P. martensii, P. radiata y P. imbricata) agrupadas
recientemente segun su taxonomia y filogenia (Wada y
Témkin 2008), han sido empleadas como bioindicadores
de contaminantes carburantes y metales pesados (Fowler
et al. 1993, Bou-Olayan et al. 1995, Al-Madfa et al.
1998, Sarver et al. 2003, O’Connor y Macfarlane 2005,
Gifford et al. 2005, 2006, MacFarlane et al. 2006).
Adicionalmente, la amplia distribucion mundial de las
ostras perlas Akoya, provenientes filogenéticamente de
un ancestro comun y con la posibilidad de estar incluidas
en una sola especie, P. imbricata, permiten que sean
consideradas como una especie cosmopolita (O’Connor
y Lawler 2004, Yu y Chu 2006).

Estudios preliminares en Venezuela, han sugerido al
bivalvo ostra perla, P. imbricata, como una especie modelo
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para bioensayos ecotoxicologicos, a partir de una seleccion
de 21 especies de importancia ecologica y socioecondomica
(Lodeiros 2011); en este estudio, la seleccion fue debida
principalmente al amplio conocimiento de sus aspectos
biologicos y reproductivos (Ruffini 1984, Hernandez y
Gomez 2000, Urban 2000), sensibilidad ante estresores de
origen contaminante (Nusetti ez al. 2004), alta distribucion
geografica (Lodeiros et al. 1999), disponibilidad de
individuos a través del afio (Leén et al. 1987, Villalba
1995, Jiménez et al. 2000), asi como el gran potencial
para la acuicultura en el Caribe (Lodeiros y Freites 2008).

En funcién del posible establecimiento de la ostra
perla P. imbricata como especie modelo en pruebas
toxicologicas, la presente investigacion analizo a través
de varios indices de condicion fisiologica: regeneracion de
la concha, masa de tejido, consumo de oxigeno y relacion
ARN/ADN, la respuesta de la especie en tres grupos de
tallas representativas del ciclo de vida de la misma, en un
bioensayo de corta duracion donde fue sometida a una
concentracion del xenobiodtico Cadmio (Cd).

MATERIALES Y METODOS

Los individuos de P. imbricata se recolectaron mediante
buceo autonomo en el banco de Chacopatica, costa norte
del Golfo de Cariaco, estado Sucre, Venezuela (10°34°33
N; 63°58°10°” W), y se transportaron en contenedores
isotérmicos hasta el Laboratorio de Acuicultura, Extension
Moluscos del Instituto Oceanografico de Venezuela, de la
Universidad de Oriente.

Los individuos fueros separados por tallas (axis antero-
posterior de la concha), utilizando un vernier digital de 0,01
mm de apreciacion. La separacion de las tallas se realizo
considerando la inversion energética para el crecimiento,
ademas de su capacidad reproductiva segtin Ruffini (1984).
Las tallas correspondieron a juveniles (10-20 mm) donde la
produccion es destinada mayoritariamente al crecimiento,
tallas medianas (40-45 mm) donde la produccién es
destinada tanto al crecimiento como a la reproduccion,
y en adultos (> 75 mm), donde la produccion energética
mayoritariamente es destinada al proceso reproductivo.
Previo a los bioensayos, los mismos fueron mantenidos
durante una semana en acuarios a una temperatura de
23 + 1°C, fotoperiodo 12:12, salinidad 36 £ 1 UPS y
oxigeno disuelto de 6,5 + 1,3 mg/L, siendo alimentados
ad libitum con dieta de microalgas Chaetoceros gracilis
y Testraselmis suecica.

El bioensayo consistié en observar la reposicion de
concha al final del estudio, por lo que a todos los individuos
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se les sustrajo en la zona ventral 3-5 mm de concha,
utilizando un esmeril, siguiendo las recomendaciones de
EPA (1996) para la ostra Crassostrea virginica. Luego,
para cada talla, se condiciond un grupo con tres réplicas
expuesto una concentracion subletal de 0,05 mg/L de
Cd, estimada previamente segln su dosis letal al 50% de
la poblacion (Villegas 2000). Otro grupo con el mismo
nimero de individuos fue establecido a las mismas
condiciones pero sin contaminante. El bioensayo se
mantuvo casi estatico en sus condiciones iniciales durante
7 dias, con excepcion de un recambio de agua a los cuatro
dias, siguiendo los criterios sugeridos por organizaciones
internacionales como la ASTM y FAO (Nascimento et al.
2002). El nimero de individuos por réplica fue de cinco
para juveniles, tres para organismos medianos y dos para
adultos en contenedores de vidrio de 4 L con mar filtrada
(1 pm) y tratada con UV, a las condiciones antes sefialadas
pero en inanicion, en funcién de mantener una biomasa
similar en los grupos experimentales (grupos de tallas). Al
final del experimento, se determind el consumo de oxigeno
en cada réplica, posteriormente los individuos fueron
sacrificados y se les sustrajo los tejidos, para obtener la
masa seca y el indice de ARN/ADN.

Para la determinacion del consumo de oxigeno, el
numero total de individuos de cada réplica se colocaron
en un contenedor con agua de mar estéril, la cual fue
aireada previamente con la intencion de establecer la
concentracion de oxigeno antes de la prueba; la camara se
cubrid con una envoltura plastica transparente para impedir
el intercambio de oxigeno con el medio durante un tiempo
de 30 min, luego la concentracion de oxigeno se determiné
nuevamente. El consumo de oxigeno individual promedio
para cada grupo de tallas se estimo por la diferencia de la
concentracion de oxigeno inicial y final. La concentracion
de oxigeno se determind por la técnica clasica de Winkler,
siguiendo las sugerencias de Senior (1996).

Para determinar la masa de los tejidos, el musculo
aductor y el resto de tejido se pesaron con una balanza
analitica (0,00001 g), tanto en hiimedo como luego del
tratamiento de deshidratacion en estufa a 60°C durante
72 h (Lucas y Beninger 1984).

Elindice ARN/ADN fue determinado de acuerdo ala
metodologia de Canino y Calderone (1995), a partir de 10
mg del musculo aductor (sustraido previamente durante
la diseccion de los tejidos), el cual fue homogenizado
en buffer TRIS 50 mmol, EDTA 0,5 mmol, pH = 7,5,
luego se adiciono sarcosina 1% p/v. Una vez digerida la
muestra con el detergente, tres alicuotas fueron tomadas
para la determinacion de los acidos nucleicos con bromuro
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de etidio, utilizando ARNasa 20 pg/mL para determinar
ADN. Las lecturas se realizaron en un Fluorémetro Modelo
450 Sequoia-Turner a una longitud de onda de excitacion
de 360 nm y de emision de 585 nm. Durante el proceso
de obtencion de los datos, el equipo fue calibrado cada
diez mediciones. La determinacion de ARN se realiz6 a
través de la sustraccion de acidos nucleicos totales menos
el ADN. La curva patrén de ARN se preparo por dilucion
seriada de ARN 20 pg/mL.

En todos los organismos se determiné la longitud de
concha segregada en la seccion de sustraida (reposicion
de concha) utilizando un analizador de imagenes de video,
JAVELIN, adaptado a un microscopio optico con un
micréometro ocular. En cada individuo, la nueva concha
producida, se midié cinco veces, de forma equidistante,
utilizandose como dato de medida individual la media de
dichas estimaciones.

Al final del experimento los valores de reposicion de
concha y demas indices fisiologicos estudiados fueron
analizados en cada una de las tallas, contrastando los
tratamientos de control con el de exposicion al Cd
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p
=0,05), siguiendo las recomendaciones en Zar (1984).

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los valores obtenidos al
final del bioensayo de la reposicion de concha (mm),
masas secas total, musculo y resto de tejido (g), consumo
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de oxigeno (mL/L) e indice ARN/ADN. La regeneracion
de la concha no mostr6 diferencias significativas (p >
0,05) entre los organismos de talla mediana y adultos;
sin embargo, los valores promedios de la reposicion de la
concha de los organismos juveniles no expuestos al metal
fue de 1,2 £ 0,13 mm, siendo significativamente mayores
(p < 0,05) que los sometidos al Cd, los cuales presentaron
un 42% menos de reposicion de concha (0,7 + 0,09 mm).

El analisis de la masa seca total no mostré diferencias
significativas (p > 0,05) en ninguno de los grupos de tallas
expuestas al metal con relacion a su control; sin embargo,
atn cuando no se observaron efectos significativos en el
musculo que pudieran ser atribuidos al Cd se observo que
los juveniles de mayor tamafio y los adultos mostraron
una tendencia a la disminucion. Con relacion al resto del
tejido, conformado por manto, tejido digestivo y gonadas,
no mostraron variaciones atribuidas al metal. La relacion
ARN/ADN no mostr6 efectos significativos causados por
la exposicion al Cd, en cada grupo experimental. Llama
la atencion el menor indice de ARN/ADN observado para
los organismos de mediana talla.

El consumo de oxigeno en los juveniles de menor
talla, aunque no mostro diferencias significativas, se puede
observar una tendencia a incrementar el consumo del
mismo ante la presencia del Cd, mientras que los juveniles
de mayor talla y los adultos presentaron tendencia a
disminuir la tasa metabolica por disminucion del consumo
de oxigeno.
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Figura 1. Valores promedios obtenidos al final del bioensayo de la reposicion de concha (mm), masas secas (g) total, mtsculo y resto de tejido,
consumo de oxigeno (ml/L) e indice ARN/ADN en las ostra perla Pinctada imbricata expuesta a la concentracion subletal de 0,05 mg/L y sin el

metal (control), durante 7 dias.
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DISCUSION

Las diferencias de los promedios individuales de
la masa de los diferentes tejidos evaluados entre las
grupos utilizados, tanto en el tratamiento de exposicion
al Cd como el de no expuestos, obedecen a la condicion
establecida en talla de los mismos; de esta manera, los
valores absolutos promedios mostrados que la produccion
de biomasa esta relacionada positivamente a la talla.
No obstante, la respuesta en tendencia del consumo de
oxigeno fue diferente, aunque las diferencias no fueron
significativas entre la exposicion o no al Cd, en cada
uno de los grupos de tallas, los juveniles expuestos al Cd
mantienen una mayor tasa respiratoria, asociada a mayor
metabolismo oxidativo que pudiera estar relacionado
al proceso de metabolizacion de desintoxicacion y
depuracion del metal. Caso contrario ocurre con los
individuos medianos y adultos que mostraron menor
tasa respiratoria y una ligera disminucion causada por el
metal, sugiriendo una disminucion en la tasa metabolica.
Este comportamiento pudiera estar asociado a una mayor
tolerancia, que permite la entrada del metal al tejido y
un menor efecto asociado al tamafio del organismo. Se
ha determinado que los ejemplares juveniles y en etapa
larvaria son mucho mas sensibles a los toxicos, pudiendo
activar rapidamente mecanismos de defensa, mientras
que los adultos son mas tolerantes y permiten mayor
incorporacion del metal asociado a la mayor cantidad de
tejido (Kannupandi et al. 2001).

En cuanto al indice de ARN/ADN, la relacion positiva
en talla es interrumpida por los individuos medianos, los
cuales muestran un indice por debajo de los juveniles; es
posible que estos individuos demandan mayor energia
para satisfacer los estados de crecimiento y reproduccion,
y al estar en inaniciéon muestran rapidamente un estado
de mayor fatiga metabolica, que conduciria a una baja
produccion enzimatica y con ello menor produccion de
ARN.

Aunque el diseflo experimental en los bioensayos
supuso un periodo de inanicion, ello no limito la capacidad
de regeneracion de concha, ya que los individuos
mostraron restauracion, particularmente en los juveniles
y de talla mediana. Este ultimo grupo experimental
mostrd una gran variabilidad de respuestas, quedando
evidenciadas en sus elevados indices de dispersion, que
probablemente podrian ser atribuidos a un requerimiento
energético dual (crecimiento y reproduccion). Ruffini
(1984) indicoé que la reproduccion de P. imbricata no
es sincronica y los individuos en un momento dado se
encuentran en diferentes estadios reproductivos, de esta
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manera, algunos individuos podrian estar en etapas con
energia acumulada en sus tejidos o en sus huevos, la cual
podrian ser reabsorbida y canalizada para el mantenimiento
basal y/o en el crecimiento corporal, a pesar de estar
sometido a condiciones de inanicion en el presente
estudio, mostrando diferentes respuestas y generando la
variabilidad observada.

Al comparar la respuesta de estos indices en cada
una de las tallas expuestas o no al Cd, solo se presento
diferencias significativas en la regeneracion de concha de
los juveniles. Adicionalmente, aunque no se observaron
diferencias significativas en cuanto al mas alto consumo
de oxigeno de los juveniles ante la exposicion al Cd,
lo cual puede indicar mayor actividad metabdlica
como consecuencia de la actividad antitdoxica como es
reportado por Acosta y Lodeiros (2004) en efectos del
Cu en la almeja Tivela mactroides. Posiblemente ello es
debido a la activacion metabolica de enzimas o proteinas
transportadoras de metales como funcion de contribuir a la
homeostasis del Cd, como han sugerido para Perna viridis
Yang y Thompson (1996). Estudios de exposicion al Cd
en dosis subletales que incluyan valoraciones del estado
metabodlico y molecular de dichas proteinas deben ser
realizados para verificar las hipodtesis antes mencionadas.

Los juveniles, a diferencia de los organismos de
mediana talla, mostraron menores indices de dispersion
y laregeneracion de concha fue significativamente menor
cuando los organismos fueron expuestos al Cd, lo cual
sugiere que el metal induce un gasto energético relevante
como resultado de un proceso metabdlico antitoxico
y en consecuencia, restando energia utilizada para la
deposicion de concha. De esta manera, los individuos
podrian distribuir la energia acumulada de manera tal,
que garantice los procesos fisioldgicos basicos, como
consecuencia de la exposicion al Cd y la carencia de
alimento. En el grupo de los individuos adultos (> 75 mm),
a diferencia de los juveniles y medianos, la reposicion de
concha fue minima y poco homogénea, ya que ocurrié en
algunos sectores de la concha (observacion personal), lo
cual condiciona a no considerar a individuos de esta talla
para analizar los efectos toxicos de contaminantes sobre
la deposicion de concha.

Aunque se ha estimado que la produccion de concha
en moluscos bivalvos requiere poca energia (Thompson
y MacDonald 1991, Lodeiros y Himmelman 1994), el
crecimiento de la concha representa un componente
energético significativo de la produccion total, la cual
disminuye con la edad cuando una proporcién importante
de la energia es destinada a la produccion de gametos



Efecto subletal del cadmio en la ostra perla del Caribe...

(Widdows 1985). En el caso de P. imbricata, Villalba
(1995) sefiala que la produccion de materia organica
de la concha, varia desde 1,4 g de peso seco en los
primeros 12 meses de edad hasta 0,03 g a los 3 afios, que
representan el 26,16% y 2,24% de la produccion total
anual, respectivamente. Estos resultados corroboran el
uso de juveniles en ensayos ante estresores mediante la
evaluacion de reposicion de concha.

Los metales y otros contaminantes acuaticos pueden
influir en la mineralizacion normal y composicion
histoquimica en las conchas de las ostras, disminuyendo
posiblemente la resistencia y estabilidad de las mismas
(Rodney et al. 2007). Los procesos de biomineralizacion
y secrecion de nacar correspondientes a la reposicion de
la concha pudieran estar siendo retardados en el grupo
expuesto al metal, como respuesta a la interaccion de
dicho elemento con los compartimentos de esta capa, esto
corresponde a lo observado por Rousseau et al. (2005) que
describen un desplazamiento sistematico abierto (de fluido
a mineral maduro) en la organizacion de las filas de este
estrato, las cuales estan influenciadas por los componentes
del agua, las variaciones del pH, entre otros incluyendo
los contaminantes.

De los indices fisiologicos estudiados, la regeneracion
de la concha resultd ser el mas apropiado para evaluar
la condicion fisiologica de la ostra perla P. imbricata
expuesta al contaminante. El Cd no afecté la reposicion
de concha en los juveniles, dado que esta aumento
relativamente mas que en las otras dos tallas, debido
posiblemente a que en el estado juvenil no se producen
acumulaciones energéticas que podrian coadyuvar a
contrarrestar el estrés dado por el contaminante, lo cual
podria enmascarar el verdadero efecto subletal del toxico.
Ello muestra que la utilizacion de los juveniles como
indicadores biologicos es recomendable para establecer
pruebas de toxicidad. Se sugiere continuar estudios de
reposicion de concha en juveniles de P. imbricata y otros
bivalvos, para ser usados en protocolos estandares para
pruebas toxicologicas. Dada la observacion no homogénea
de reposicion de concha en los organismos de este
estudio, se recomienda determinar la zona de la concha
con una mayor y homogénea produccion de cubierta por
reposicion, para dichos protocolos.
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