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RESUMEN

Se evaluaron tres estados de desarrollo de la almeja Tivela
mactroides: juveniles (10-20 mm), juveniles con capacidad re-
productiva (20-30 mm) y adultos (30-45 mm), con la finalidad
de determinar el estado fisiolégico de los organismos en rela-
cion al grado de contaminacion ambiental a la que estan ex-
puestas, utilizando el indice de ARN/ADN. Las poblaciones
evaluadas fueron obtenidas de Playa Giiiria (estado Sucre),
ubicada en la zona nororiental de Venezuela, la cual no mostré
niveles de contaminacion, y las de Rio Chico y Boca de Papa-
ro (estado Miranda), en la costa central de Venezuela, caracte-
rizadas por presentar altos niveles de contaminacion debido a
la influencia del Rio Tuy, por descargas urbanas e industriales.
Las moléculas de ARN y ADN fueron determinadas en el mus-
culo aducctor del bivalvo mediante fluormetria. Se detectaron
diferencias significativas entre las tres poblaciones y las tallas
de Tivela mactroides, siendo la poblaciéon de Playa Giiria la
que presentd el mayor indice de ARN/ADN, seguida de Rio
Chico y Boca de Paparo. Este patréon estuvo relacionado con
el grado de contaminacion de las localidades. EI ARN/ADN fue
inversamente proporcional a la talla del bivalvo. Los resultados
muestran que la relacion ARN/ADN puede ser utilizada como
un indice para estimar la condicion, relativa al estrés ambiental
por contaminacion, en Tivela mactroides
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ABSTRACT

Three developmental stages in the Tivela mactroides clam: ju-
venile (10-20 mm), juvenile with reproductive capacity (20-30
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mm) and adults (30-45 mm) were evaluated to determine the
physiological condition of clams related to environmental pollu-
tion levels using the RNA/DNA index. The populations evalu-
ated were obtained from Playa Guiria (Sucre state, northeast-
ern coast of Venezuela), which has no sign of pollution, and
from Rio Chico and Boca de Paparo (Miranda state, central
coast of Venezuela), which showed high pollution levels due to
urban and industrial waste disposal through the Tuy river. The
RNA and DNA concentrations were determined in the adductor
muscle by fluormetric techniques. The three populations
showed significant differences in the RNA/DNA index. The
clams of Playa Giiria showed the highest RNA/DNA index,
followed by Rio Chico and Boca de Paparo specimens. This
pattern was related to pollution levels in each locality. The
RNA/DNA index was inversely proportional to bivalve sizes.
The results showed that the RNA/DNA index can be used as a
physiological index to estimate conditions of environmental pol-
lution stress on Tivela mactroides.

Key word: Bivalve mollusks, bio-indicator, physiological index,
pollution.

INTRODUCCION

Las alteraciones ocasionadas en el medio marino por la
presencia de contaminantes, como metales pesados e hidro-
carburos, pueden ser estimadas en los organismos a través de
su condicion fisiol6gica [25]. Uno de los grupos de organismos
mas utilizados para este tipo de estudio han sido los moluscos
bivalvos, debido principalmente a su caracter sésil y filtrador;
ademas de su capacidad de adaptacion a las condiciones am-
bientales de contaminacién, que los condicionan como espe-
cies modelos para ser empleados en programas de monitoreo
ambiental.
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Los cambios bioquimicos que acontecen en un organis-
mo proveen una informacion importante para estimar los efec-
tos de la contaminacién en una poblacion, estas alteraciones
fisiolégicas pueden ser evaluadas mediante moléculas involu-
cradas en el crecimiento como los acidos nucleicos (ARN y
ADN). En este sentido, se considera que el indice ARN/ADN
estima adecuadamente el crecimiento instantaneo, particular-
mente en moluscos bivalvos [8, 17, 26], utilizandose para eva-
luar respuestas ante estrés ambiental, ya sea por limitaciéon de
alimento [5, 24], interaccion de los factores ambientales [13] o
contaminacion antropogénica [3, 10].

En Venezuela, la almeja (guacuco) Tivela mactroides,
constituye un recurso importante desde el punto de vista eco-
némico y ecologico [4, 9, 19, 20], asi mismo se tiene conoci-
miento sobre su reproduccion [18] y fisiologia [21]. Este peleci-
podo perteneciente a la Familia Veneridae, presenta amplia
distribucién en la zona tropical, particularmente en el Caribe
[1], encontrdndose en ambientes de litorales de alta energia.
La especie soporta intervalos amplios de temperatura y salini-
dad, se reproduce durante todo el afio, es facil de colectar y
manipular en el laboratorio, por lo cual presenta condiciones
adecuadas para ser empleada en estudios ambientales [2].
Debido a estas caracteristicas y los escasos estudios realiza-
dos en el area del Mar Caribe sobre los impactos y efectos
que producen los contaminantes sobre poblaciones de orga-
nismos en ambientes de alta energia, se considero evaluar el
estado fisioldgico mediante el indice ARN/ADN en tres pobla-
ciones de Tivela mactroides, provenientes de ambientes con
diferentes grados de contaminacion.

MATERIALES Y METODOS

La almeja T. mactroides fue obtenida en tres localida-
des: Playa Giiiria, ubicada en la costa norte del estado Sucre
(10° 45' 55" Ny 63° 20’ 55" E), en donde presenta importancia
economica relevante, soportando una pesqueria artesanal sig-
nificativa [18, 20], Rio Chico y Boca de Paparo, ambas playas
de la costa central, pertenecientes al estado Miranda (10° 23’
N; 65° 58" Wy 10° 23' N 65° 56" W, respectivamente). Estas
localidades estan separadas por unos 5 Km, e influenciadas
por el Rio Tuy y sostienen una pesqueria no organizada y de
menor relevancia que la efectuada en Playa Giiiria. Esta area
de la costa central de Venezuela, se caracteriza por presentar
aguas turbulentas, con altas concentraciones de particulas so-
lidas suspendidas [15]; siendo Boca de Paparo la mas cercana
a la desembocadura del Rio Tuy.

En un estudio preliminar, Acosta [2] encontré niveles al-
tos de metales pesados en el sedimento (Mn, Fe, Cd, Cu, Niy
Pb), tanto en Boca de Paparo como en Rio Chico, sobrepa-
sando los valores establecidos para ambientes naturales sin
perturbacién [22, 23]; en estas zonas, también se detectaron
indices bacteriolégicos altos en el agua, representados por co-
liformes fecales y totales (> 900NMP/100ml), los cuales fueron
superiores a los maximos (7ONMP/100ml) permitidos en zonas

costeras [14]. Contrariamente, Playa Giiria mostr6 menores
niveles de metales pesados, y los indices de coliformes feca-
les y totales antes mencionados se encontraron dentro de los
limites naturales para ambientes no contaminados [22, 23]. En
este estudio preliminar, otros factores ambientales fueron de-
terminados: temperatura, oxigeno disuelto, pH, nitratos y fosfa-
tos, los cuales corroboraron el grado de contaminacion am-
biental de las localidades sefialadas. Un resumen de estos re-
sultados se muestran en la TABLA I.

Para evaluar el estado fisioldgico de las poblaciones se
determiné el indice de ARN/ADN en los organismos, seleccio-
nando tres tallas representativas del desarrollo de la especie,
tomando en consideracion la talla minima de reproduccion es-
timada en estudios realizados en las localidades de donde fue-
ron obtenidos los bivalvos [6, 18, 20]. De esta manera se esco-
gieron: juveniles (10-20 mm), juveniles con capacidad repro-
ductiva (20-30 mm, medianos) y adultos (30-40 mm).

El indice ARN/ADN fue determinado siguiendo la meto-
dologia de Canino y Calderone [7]. De esta manera, se selec-
cionaron 20 organismos por cada grupo de talla, a los cuales
se les extrajo el musculo aducctor (10 y 20 mg), para ser ma-
cerado en viales eppendorf de 1,5 ml de capacidad, hasta for-
mar un homogeneizado. A cada vial se le afiadié 100 pl de so-
lucién de sarcosina (1%), y se procedio a mezclar en un agita-
dor eléctrico durante 30 min, se dejo reposar, volviéndose a
mezclar otros 30 min. A cada vial se le colocé 900 pl de buffer
(TRIS-EDTA), se mezcld y se centrifugaron a 2500 rpm duran-
te 15 min. De cada muestra y por duplicado, 10 pl del sobrena-
dante se colocaron en tubos de borosilicato (12x75 mm), afia-
diéndoles 400 pl del buffer. Para la determinacion del ARN se
le afiadié 500 pl de la solucién de Bromuro de Etidium y para
el ADN, 500 pl del reactivo de Hoechst. Las lecturas, tanto
para el ARN como para el ADN, se realizaron en un flurémetro
a longitudes de onda de 490 nm.

Para estimar las concentraciones de los &cidos nuclei-
cos, por extrapolacion se establecieron curvas patrones tanto
para el ARN y ADN. Para ello 200 pl de la solucion estandar
de ADN y de ARN, por separado, se colocaron en tubos de bo-
rosilicato, los cuales contenian previamente 300 pl de solucién
buffer (TRIS-EDTA), a partir de esta solucion se realizaron di-
luciones seriadas para cada uno de los acidos nucleicos.

Para evaluar las diferencias del indice de condicion en-
tre las poblaciones, se aplicé un ANOVA de dos vias, conside-
rando como factores la zona de muestreo y la talla de los indi-
viduos. En los casos donde existieron diferencias significativas
(P<0,05) se aplicoé la prueba de Scheffé (P<0,05). Previo al
andlisis, la data se transformé en arcoseno, en funcién de nor-
malizarla, siguiendo las recomendaciones en Zar [27].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los organismos de Playa Guiria presentaron los mayo-
res niveles de ARN/ADN, en contraste con los de Rio Chico y
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TABLA |

NIVELES DE METALES PESADOS EN EL SEDIMENTO, iNDICES BACTERIOLOGICOS Y PARAMETROS
AMBIENTALES EN EL AGUA DE PLAYA GUIRIA, RIO CHICO Y BOCA DE PAPARO

Boca de Paparo Rio Chico Playa Guiria
Metales pesados (ug.g1)
Mn 78,20 £ 25,44 75,28 £ 17,86 18,95+ 1,18
Fe 1317,50 + 78,85 396,00 + 8,13 200,00 + 9,35
Zn 158,10 + 34,57 200,00 = 40,63 161,25 + 27,88
Cu 92,30 £ 13,12 19,98 + 0,24 0,080 + 0,49
Cd 4,48 + 4,08 0,40 £ 0,05 0,20 + 0,001
Cr 47,50 + 2,42 5,23+ 0,04 ND
Pb 7,98 + 2,41 0,38 + 0,05 ND
Ni 46,09 = 2,58 10,97 £ 1,03 ND
indices bacterioldgicos
(NMP/100ml)
Coliformes Totales 36 930 1120
Coliformes Fecales 73 930 1163
Parametros ambientales
Temperatura (°C) 24,08 + 0,051 28,11 + 0,031 29,33+ 0,05
Clorofilaa (ug LY 3,63+ 0,137 2,26 + 0,212 3,66 + 0,191
Salinidad (p.s.u.) 36,51 + 0,051 35,23 £ 0,047 33,67 £ 0,039
Oxigeno disuelto (umL .L'l) 7,76 + 0,052 5,69 + 0,031 4,98 + 0,043
Potencial Hidrogeno 8,02 + 0,005 7,96 + 0,004 7,04 + 0,003
Nitrégeno total (umol.L ™) 18,99 + 1,089 59,95+ 1,175 93,75 + 1,095
Fosforo total (umol .L%) 8,87 + 1,895 18,75 + 2,578 51,69 + 3,878

Boca de Paparo, estableciéndose diferencias altamente signifi-
cativas (ANOVA, P<0,0001; FIG. 1). Estas respuestas estuvie-
ron relacionadas con el grado de contaminaciéon ambiental de
las localidades antes sefialadas (TABLA 1), mostrando una dis-
minucién de la condicion fisiolégica de poblacién de T. mac
troides con el nivel de perturbacién ambiental.

Ademas del efecto de la contaminacion por los metales
pesados e indices bacteriolégicos, los bajos niveles de
ARN/ADN obtenidos en los organismos Boca de Paparo y Rio
Chico, pudieron estar afectados por las condiciones ambienta-
les extremas, como altas temperaturas, bajas salinidades, ba-
jos niveles de pH y de oxigeno disuelto (TABLA I), factores
que juegan un papel importante en el comportamiento y esta-
blecimiento de una poblacion, ya que influyen y regulan el me-
tabolismo de un organismo [11].

El indice ARN/ADN fue inversamente proporcional a la
talla (ANOVA, P<0,05; FIG. 1), obteniéndose siempre los valo-
res mayores en la poblacién de Playa Guiria (juveniles: 5,51 +
0,244; medianos: 4,47 + 0,340 y adultos: 0,10 + 0,083), segui-
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do por la poblacién de Rio Chico (juveniles: 3,58 + 0,188; me-
dianos: 3,06 + 0,333 y adultos: 0,10 + 0,083) y la de Boca de
Paparo (juveniles: 2,33 + 0,305; medianos: 1,46 + 0,095 y
adultos: 0,77 + 0,113). La variabilidad del nivel de ARN/ADN
en los diferentes grupos de tallas, pudieron estar relacionados
con la produccion de energia que los organismos destinan
para su desarrollo. En este sentido, los juveniles canalizan la
mayor parte de la energia producida para el proceso de creci-
miento somatico, dando origen a mayor sintesis de proteinas
(aumento del ARN); en contraste con los juveniles con capaci-
dad reproductiva, que canalizan la energia tanto para el creci-
miento reproductivo (gametogénesis) como para el somatico, y
finalmente los adultos, los cuales representan una condicion
de crecimiento somatico nulo, dirigen la energia producida,
principalmente para la reproduccion. Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por Nusetti y Morales [16] quienes
determinaron un incremento progresivo del ADN/ARN segun la
talla en el mejillon marrén Perna perna. Kenchington [12] tam-
bién reporté un decrecimiento del ADN/ARN con el incremento
de la altura de la concha en Placopecten magellanicus. Por
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FIGURA 1. RELACION DE ARN/ADN EN EL MUSCULO DE
JUVENILES, JUVENILES CON CAPACIDAD REPRODUCTI-
VA (MEDIANOS) Y ADULTOS DE TIVELA MACTROIDES DE
LAS POBLACIONES DE PLAYA GUIRIA (EDO. SUCRE) EN
LA COSTA NORORIENTAL DE VENEZUELA Y DE RIO CHI-
CO Y BOCA DE PAPARO (EDO. MIRANDA), EN LA COSTA
CENTRAL DE VENEZUELA.

otra parte, Lodeiros y col. [13] evaluaron el efecto ambiental
sobre diferentes tallas de Euvola (Pecten) ziczac, demostran-
do una correlatividad del indice de ARN/ADN con el crecimien-
to y la condicién fisiolégica. La variabilidad de los niveles del
indice ARN/ADN encontrada en el presente trabajo y en los
estudios antes mencionados, debido a la diferente canaliza-
cion de la energia producida, relativa a la reproduccion, sugie-
re la utilizacién de organismos juveniles sin capacidad repro-
ductiva, como condicién del desarrollo del bivalvo mas ade-
cuada para analizar el indice ARN/ADN. En tal sentido, se su-
giere la utilizacion de tallas menores de 20 mm para evalua-
cion de la condicion fisiolégica de Tivela mactroides a través
de la relacion ARN/ADN.

En el presente estudio, los niveles de ARN/ADN obteni-
dos en el misculo aducctor de las poblaciones de Tivela mac-
troides estuvieron relacionados con las condiciones de contami-
nacién de su origen, lo cual sugiere que la relacion ARN/ADN
puede ser utilizada, como un indice adecuado para determinar
estrés fisioldgico dado por contaminacion ambiental.
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