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Resumen. Se evaluo el efecto del cobre en juveniles de Tivela mactroides provenientes de ambientes con
diferentes niveles de contaminacion. Se emplearon tres poblaciones de individuos juveniles (11+3 mm),
provenientes de las localidades: Playa Giiiria, Rio Chico y Boca de Paparo, y se sometieron a diferentes
concentraciones de sulfato de cobre pentahidratado (0; 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg.Cu L") durante 96 h, para
determinar la relacion ARN/ADN del musculo. La concentracion de 2 mg.Cu L se considero letal en todas
las poblaciones, mientras que en los tratamientos restantes los individuos de Playa Giiiria presentaron la
mayor supervivencia, incluyendo un 70% en la concentracion de 1 mg.Cu L™'; en esta concentracion los
organismos provenientes de Rio Chico y Boca de Paparo no sobrevivieron. La dosis letal del 50% de la
poblacion fue 1,19 mg.Cu L', 0,50 mg.Cu L'y 0,30 mg.Cu L para Playa Giiiria, Rio Chico y Boca de
Paparo, respectivamente. En las tres poblaciones se observo una disminucion del indice ARN/ADN a medida
que aumento la concentracion de cobre en el medio, la cual fue mas evidente en los juveniles de Boca de
Paparo y Rio Chico, poblaciones que se encontraban en un estado de estrés dado su origen de medio ambiente
contaminado. La relacion ARN/ADN se puede considerar como un indice fisiologico adecuado que refleja la
respuesta del estado metabdlico que presenta un organismo como producto de perturbacion ambiental por
contaminacion de metales pesados.
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EFFECT OF COPPER IN JUVENILE BIVALVES (Tivela mactroides)
OBTAINED FROM HABITATS WITH DIFFERENT LEVELS OF
CONTAMINATION

Abstract. We evaluated the effect of copper in juvenile clams (7ivela mactroides) obtained from habitats
with different levels of contamination. Three populations of juveniles (11£3.3 mm), obtained from Playa
Giiiria, Rio Chico and Boca de Paparo, were exposed during 96 h to different concentrations of copper sulfate
pentahydrate (0; 0.1; 0.5; 1.0; 2.0 mg Cu L"), to determine the RNA/DNA muscle index. The 2 mg Cu L
concentrations were lethal in all populations, but in other treatments, the Playa Giiiria organisms showed
highest survival, including 70% at 1 mg Cu L concentrations. However, clams from Rio Chico and Boca de
Paparo did not survive at 1 mg Cu L' concentrations. Lethal half-life doses in the population were 1.19 mg
Cu L7, for Playa Giiiria, 0.50 mg Cu L for Rio Chico, and 0.30 mg Cu L' for Boca de Paparo. In the three
populations, the RNA/DNA index decreased with increasing copper concentrations, especially in juveniles
from Boca de Paparo and Rio Chico, which were already stressed due to their origin from contaminated
environments. The RNA/DNA ratio can be considered an adequate physiological index that reflects responses
to the metabolic state of an organism, due to environmental perturbations caused by heavy metal
contamination.
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INTRODUCCION

El rapido desarrollo industrial ha originado una fuerte degradacion de los ecosistemas
marinos, incluyendo los recursos pesqueros, de los cuales dependen las comunidades
humanas ubicadas en las zonas litorales. Los bioensayos de toxicidad constituyen un
mecanismo para evaluar la calidad de las aguas superficiales afectadas por las descargas de
agentes contaminantes, principalmente por compuestos metalicos que causan fuertes
impactos en los ecosistemas acuaticos. Estas pruebas se han desarrollado y estandarizado
por agencias internacionales de proteccion ambiental (Del Valls y Conradi 2000). Los
organismos mas utilizados en este tipo de estudios, bajo condiciones controladas de
laboratorio, son los moluscos bivalvos; principalmente los mejillones, las ostras, las
almejas y las vieiras (Hiss et al. 1996), los cuales se han descrito como bioindicadores
estandares de contaminacion.
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Los indices bioquimicos constituyen valiosas herramientas, de los programas de monitoreo
ambiental, para estimar los posibles impactos producidos por ciertos contaminantes, los
cuales permiten determinar cambios metabdlicos y fisiologicos producidos en los
organismos bajo situaciones estresantes. La relacion ARN/ADN se ha utilizado, en los
bivalvos, para evaluar la tasa de crecimiento instantaneo (Nusetti y Morales 1988, Martinez
et al. 1992, Mayrand et al. 1994), la sensibilidad ante factores ambientales como la
temperatura y la disponibilidad de alimento (Lodeiros et al. 1996, Bracho et al 1999,
Vidoles et al. 2000). También se ha empleado como un indicador bioquimico y fisiologico
ante la presencia de metales pesados (Acosta y Lodeiros 2001, Acosta et al. 2002).

El cobre (Cu) es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de los organismos;
sin embargo, las concentraciones de este metal se han incrementado, en el ambiente marino,
debido a fuentes antropogénicas, causando efectos deletéreos en la biota (Gallardo 1984).
Estos efectos se han evaluado mediante el empleo de bioensayos de laboratorio.

La almeja o guacuco (7ivela mactroides) constituye un recurso alimenticio y sustento
economico importante para las poblaciones costeras de Venezuela. Esta especie presenta
una serie de caracteristicas, que le permiten su uso como bioindicador de contaminacion,
entre éstas se encuentran: la resistencia para vivir en ambientes dinamicos (litorales de alta
energia), la capacidad de soportar amplios rangos de temperatura y de salinidad, la amplia
distribucion geografica, la facilidad para ser colectada durante todo el afio. Ademas se
cuenta con suficiente informacién sobre su biologia y se han realizado ensayos de toxicidad
con un adecuado manejo en el laboratorio (Acosta 2001).
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En Venezuela, los estudios sobre los efectos agudos y cronicos de metales en los
organismos marinos son escasos, a pesar de su importancia para establecer criterios de
calidad del agua y predecir el riesgo ecoldgico en la biota. El objetivo de este trabajo es
determinar el efecto del cobre en juveniles de Tivela mactroides provenientes de ambientes
con diferentes niveles de contaminacion, utilizando el indice de ARN/ADN como medida
para evaluar su condicion fisiologica.

MATERIALES Y METODOS

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Los ejemplares de Tivela mactroides se colectaron de playas con diferentes niveles de
contaminacion. Playa Giiiria, estado Sucre, Venezuela (10°45° 55 LN y 63° 20’ 55" de
LE) no muestra indicios de perturbacion ambiental (Acosta ef al. 2002); mientras que Rio
Chico (10°23° LN y 65° 58’ LO) y Boca de Paparo, estado Miranda, Venezuela (10° 23’
LNy a 65°56° de LO) presentan contaminacion bioldgica, orgénica e inorganica (MARNR
1985, Leal 1995, Jaffé et al. 1995, Acosta et al. 2002).

ENSAYOS DE TOXICIDAD AL Cu

Se seleccionaron 10 organismos juveniles (11+£3,3 mm), procedentes de cada playa, para
evaluar la condicion fisioldgica de las tres poblaciones. Los individuos se colocaron, por
triplicado, en contenedores de 10 L de capacidad, y se expusieron durante 96 horas a
diferentes concentraciones de cobre (0, 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg.Cu L"), preparadas a partir de
una solucidn patron de sulfato de cobre pentahidratado. Se colocd, como sedimento
estandar, arena limpia y esterilizada a 180 °C en cada contenedor. Los organismos, se
mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (22+1 °C), salinidad (36%.), pH
(7,8 = 2) y bajo un ambiente de saturacion de oxigeno (>90%) durante un periodo de
aclimatacion de 5 dias y el tiempo de duracion del experimento.
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En cada uno de los contenedores se colocaron embudos plésticos con multiples orificios, en
posicion invertida y semienterrados, conectando aireadores para permitir que los embudos
funcionaran como filtros succionadores de la materia orgéanica liberada por los organismos.
Al final del experimento se determind la supervivencia mediante el recuento de los
organismos vivos. Se consider6 un organismo muerto aquel que mostrara ausencia del
cierre de las valvas en respuesta refleja a un estimulo mecénico producido con una varilla
de vidrio. Se utilizé el método Logit para determinar dosis letal al 50% (DL50) (Rodriguez
y Esclapés 1995).

iNDICE ARN/ARN

La respuesta fisiologica de los bivalvos sobrevivientes se determind a través del indice de
condicion de ARN/ADN, de acuerdo a la metodologia de Canino y Calderone (1995). Se
extrajo el musculo aductor (10 mg) de cada juvenil, y se macerd el tejido en viales
eppendorf de 1,5 mL, hasta formar un homogeneizado. A cada vial se le afiadi6 100 pL de



solucion de sarcosina (1%), mezclando con un agitador eléctrico por 30 minutos, se dejo
reposar y se agité nuevamente durante media hora adicional. Luego se agreg6 900 pL de
buffer (TRIS-EDTA) y se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. A cada muestra, por
duplicado, se le coloco 10 pL del sobrenadante en tubos de borosilicato (12 x 75 mm),
afiadiendo 400 pL del buffer. Para la determinacion del ARN se afiadié 500 pL de la
solucion de bromuro de etidium, mientras que en el caso del ADN se emplearon 500 pL de
reactivo de Hoechst. Las lecturas de ambos acidos nucleicos se realizaron a longitudes de
onda de 490 nm, y para la estimacion, por extrapolacion de las concentraciones, se
establecieron curvas patrones para el ARN y ADN. Para esto se tomaron 200 uL de la
solucion estandar de ADN y de ARN y se colocaron en un tubo de borosilicato, el cual
contenia previamente 300 pL de solucion buffer (TRIS-EDTA), y a partir del cual se
realizaron diluciones seriadas de 250 pL.

Se aplic6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar diferencias del indice
de condicion y de la supervivencia de las poblaciones al final del experimento. En los casos
donde existieron diferencias significativas (p<0,05) se aplico la prueba a posteriori de
Scheffe (p< 0,05). Previamente la data se transform6 en arcocoseno, a objeto de
normalizarla y siguiendo las recomendaciones de Zar (1984).
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RESULTADOS
SOBREVIVENCIA AL Cu

La poblacion de T. mactroides, proveniente de Playa Giiiria, presentd la mayor
sobrevivencia. En el tratamiento sin exposicion al Cu todos los organismos sobrevivieron.
Los individuos de Rio Chico y Boca de Paparo evidenciaron mortalidad en todas las
concentraciones, mientras que en los correspondientes a Playa Giiiria esta variable se
registr6 a partir de 1 mg.Cu L (77%), Fig. 1. La mortalidad a la concentracion de 2 mg.Cu
L' fue total a las 24 h en todas las poblaciones.

La dosis subletal del cobre vari6 en las diferentes poblaciones. La DL50 de los juveniles de
Playa Guiria fue 1,19 mg Cu L', obtenida por interpolacion no linear entre 1,0 y 2,0 mg.Cu
L, lo que muestra un mayor intervalo de resistencia al cobre, con respecto a los juveniles
procedentes de Rio Chico y Boca de Paparo. Los organismos de Rio Chico presentaron una
DL50 de 0,50 mg.Cu L' con limites inferior y superior de confiabilidad al 95% de 0,10 y
3,42 mg.Cu L, respectivamente, lo cual sugiere que las concentraciones menores a 0,5
mg.Cu L' pueden ser consideradas subletales.

No obstante, para los individuos de Boca de Paparo se obtuvo una DL50 de 0,30 mg.Cu L
con limites inferior y superior de confiabilidad al 95% de 0,03 y 2,40 mg.Cu L",
respectivamente, sugiriendo que la dosis subletal para esta poblacion es menor.

iNDICE ARN/ARN



El indice de ARN/ADN se afect6 en forma proporcional al aumentar la concentracion de
cobre, revelando diferencias altamente significativas (p<0,001) entre las poblaciones. Los
juveniles de Playa Giiiria, presentaron los mayores indices de ARN/ADN en todos los
tratamientos (generalmente > 3), seguidos por los de Rio Chico (< 3) y Boca de Paparo (<2)
(Fig. 2). Sin embargo, los organismos no expuestos al metal (grupo control) registraron
concentraciones de ARN/ADN, menores en comparacion a los grupos expuestos a niveles
bajos de cobre (0,5 y 0,1 mg.Cu L™").
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DISCUSION

Los individuos procedentes de Playa Giiiria presentaron la mayor resistencia al metal, lo
cual se reflejo en la alta supervivencia y los niveles de ARN/ADN, en contraste con los
correspondientes a los organismos de Rio Chico y Boca de Paparo, mostrando una
respuesta con respecto al grado de contaminacion de las localidades estudiadas.

La concentracion de 2,0 mg.Cu L™ se considerd extremadamente letal, debido a que los
organismos pertenecientes a las tres poblaciones no sobrevivieron a las 96 h de exposicion.



A partir de 0,5 mg.Cu L' comenz6 a disminuir, en mayor proporcion, el indice de
ARN/ADN vy la sobrevivencia de los juveniles de Rio Chico (78,88%) y Boca de Paparo
(43,33%). Sin embargo, en esta concentracion, los organismos de Playa Giiiria, a pesar de
que presentaron cierta disminucion del indice de ARN/ADN no manifestaron mortalidad
alguna. Estos resultados sugieren que la concentracion de 0,5 mg.Cu L es cercana a una
concentracion umbral donde comienza a afectar el metabolismo basico de los juveniles de
T. mactroides. La DL50 obtenida para los individuos de Playa Giiiria (1,19 mgCu L")
soportan la hipdtesis antes sefialada.

El mayor indice d¢ ARN/ADN se obtuvo a 0,1 mg.Cu L™, probablemente como producto
de una respuesta antitoxica, la cual estuvo acompafiada por la sintesis de proteinas. Lo antes
mencionado puede sustentarse con los menores niveles de ARN/ADN reflejados por los
organismos del grupo control. Este comportamiento también se ha observado en otros
bivalvos tropicales como Lima scabra (Gomez et al. 1998), Perna viridis (Acosta'y
Lodeiros 2001, Narvéez et al. 2002), y las ostras Saccostrea cucullata, Crassostrea lugubri
y C. belcheri (Elfwing y Tedengren 2002). Se ha sugerido un aumento de la sintesis de
proteinas (ARN) como respuesta al incremento del metal, a concentraciones no estresantes,
como producto del metabolismo para la captacion del metal o una posible estrategia de
respuesta relativa a la exposicion del cobre, activando sustancias antitoxicas tales como la
formacion de complejos proteicos (metalotioninas), para atrapar el excedente del
xenobidtico presente dentro del organismo (Yang y Thompson 1996, Mount y Stephan
1997). En este sentido, es necesario realizar estudios de activacion enzimatioca relativas a
la sintesis de proteinas, con especial referencia a la formacion de metalotioninas en
concentraciones subletales de cobre en bivalvos en funcion de verificar las hipotesis antes
sefialadas.
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CONCLUSIONES

El incremento de la concentracion de cobre en el medio disminuye el indice de ARN/ADN
y la supervivencia, lo cual revela el efecto que ejerce este metal sobre el metabolismo
fisiologico de los juveniles de Tivela mactroides.

La relacion ARN/ADN se puede considerar como un indice fisioldgico adecuado que
refleja la respuesta del estado metabolico que presenta un organismo como producto de la
perturbacion ambiental por contaminacion.
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