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Efecto de la alimentacion sobre la condicion fisiologica del
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cociente ARN/ADN
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Abstract: The green mussel, Perna viridis, became widespread in the northern coast of Sucre State since its
arrival to Venezuela in 1993. RNA/DNA and Protein/DNA ratios were used to study the effect of starvation on
its instantaneous growth. The mussels were collected in La Esmeralda and Chacopata, acclimatized in the labo-
ratory for four weeks and maintained for another six weeks in two groups: one fed ad /ibitum and another with-
out food (this later group was later fed for two additional weeks). Protein (colorimetric method), and nucleic acid
concentrations (RNA and DNA, fluorometric method with ethidium bromide) were measured in adductor mus-
cle, digestive gland and gills. The instantaneous growth was assessed using RNA/DNA and Protein/DNA rations.
These indexes were always higher in the fed organisms. Animals from Chacopata were in better physiological
condition that those from La Esmeralda during the abstinence time (six weeks). Muscle was the best tissue to
determine instantaneous growth. The RNA/DNA ratio is a reliable index to determine the physiological condition

and instantaneous growth of this species.
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En las costas venezolanas, se encuentran
dos especies exoéticas de mejillones del género
Perna: el mejillon marrén (sub-tropical),
Perna perna el cual se establecié hace algu-
nas décadas, y el mejillén verde (Indopacifi-
o), Perna viridis, que apareci6 en 1993 en las
costas del Golfo de Paria frente a Trinidad
(Rylander et al. 1996). Desde entonces, la col-
onizacion se ha extendido a toda la costa norte
del Estado Sucre asi como también a las
lineas costeras de las peninsulas de Araya y
Paria. En la actualidad, poco se conoce acerca
de esta especie, solamente se encuentra infor-
macion sobre su biologia (Sreenivasan et al.

1989); como indicador de estrés producido
por metales pesados (Mathew & Damodaran
1997); su aspecto genético como un invasor
marino (Hick & Tunnell 1993; Holland 1997),
su distribucién ecologica (Agard et al. 1992;
Rylander et al. 1996) y su tolerancia térmicay
salina (Segnini de Bravo et al. 1998).

Entre los indices que incorporan variables
bioquimicas y significados fisiolégicos en
bivalvos indicando su estado metabdlico se ..
encuentra el cociente ARN/ADN (Lucas &
Beninger 1985). Este indice esta relacionado
con el crecimiento instantaneo de los organis-
mos. El crecimiento involucra la formacién
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mos. El crecimiento involucra la formacién
de tejido, lo cual se lleva a efecto a través de
la biosintesis de proteinas, proceso dependiente
del contenido de ARN en las células. Por lo
tanto, el contenido de éste en una muestra de
tejido podria ser usado para estimar la tasa de
crecimiento. Por otra parte, la biosintesis de
proteinas puede variar dependiendo de las
condiciones nutricionales u otros factores
ambientales (Lodeiros et al. 1996). Wright &
Hetzel (1985) sefialaron que la concentracion
de proteinas es reducida por el ayuno debido a
una disminuci6n en la concentracién de ARN.
El ADN es un indicador del tamafio celular
porque sus valores cuantitativos no cambian en
respuesta a las alteraciones ambientales agudas
en términos cortos de variacién de las condi-
ciones alimenticias (Bullow 1987). El cociente
ARN/ADN ha sido usado con este fin en otros
bivalvos: Frantzis et al. (1993) indicaron que
en la almeja Abra ovata el indice ARN/ADN
responde rapidamente a cambios en la tasa de
crecimiento y es muy sensible a los efectos
ambientales, especialmente a la disponibilidad
de alimento; Nusetti & Morales (1988) deter-
minaron el crecimiento de diferentes tejidos de
Perna perna en funciébn del cociente
ARN/ADN y Proteina/ADN; Betancourt et al.
(1995) trabajaron con juveniles de la vieira
Euvola ziczac utilizando el cociente
ARN/ADN como indicadora del crecimiento
instantdneo en retrocruces y Goémez et al.
(1998) en Lima scabra, sometida a un medio
con Cut*, observaron que éste compromete sus
proteinas musculares de reserva debido al
estrés provocado por el toxico.

El objetivo de esta investigacion fue eva-
luar el efecto de la privacién de la dieta sobre
la condicién fisiolégica y el crecimiento
instantaneo de Perna viridis, recolectados en
dos localidades de las costas nororientales de
Venezuela, midiendo las concentraciones de
ARN, ADN vy proteinas en el misculo aduc-
tor, la glandula digestiva y las branquias y
expresadas como indices ARN/ADN vy
Proteina/ADN.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de Perna viridis utilizados
en esta investigacién fueron recolectados en
La Esmeralda (10° 40° N, 63° 30" W) y
Chacopata (10° 40” N, 63° 50° W), Estado
Sucre, Venezuela, y trasladados al laborato-
rio, para su adaptacion por un periodo de cua-
tro semanas, donde fueron aclimatados a 26
1°C en acuarios de 60 litros (2 organismos/l),
alimentados ad libitum con una mezcla de
monocultivos microalgales (Chaetoceros
gracilis, Isochrysis aff. y Tetraselmis chuii), a
una concentraciéon de 30 000 cél/ml. Al
finalizar este periodo de adaptacion, los ejem-
plares con tallas comprendidas entre 30 y 35
mm de longitud (medidos antero-posterior-
mente) fueron distribuidos equitativamente
en acuarios de 60 litros de capacidad y man-
tenidos en dos regimenes alimenticios por un
periodo de seis semanas: un grupo alimenta-
do ad libitum en las mismas condiciones ante-
riores y el otro mantenido en ayunas.
Posteriormente, a este ultimo grupo se le
suministré alimento ad libitum por dos se-
manas adicionales para conocer el tiempo que
necesitaban estos bivalvos para alcanzar el
contenido inicial de 4cidos nucleicos.
Durante todo el periodo experimental, el agua
de mar fue filtrada para remover particulas de
didmetro mayores de 1 pm y tratada por 15
minutos en un filtro UV. La concentracién de
oxigeno se mantuvo a més del 90% de satu-
racién y el pH fluctud entre 7 y 8. Cada se-
mana se disectaron 10 organismos de cada
grupo, separando en cada uno dellos, el mus-
culo aductor, la glandula digestiva y las bran-
quias, los cuales se congelaron inmediata-
mente en gas carbénico y se guardaron en
envases previamente rotulados a la tempe-
ratura de —17 °C para su anélisis posterior.

Los 4&cidos nucleicos (ARN, ADN) se
determinaron por el método fluorométrico
con bromuro de etidio y heparina (Karsten &
Wollemberger 1972, 1977). Para ello, se
tomaron entre 10 y 20 mg de cada tejido y se
homogeneizaron en 3 ml de un buffer fosfato
salino (PBS), pH: 7,5 con un homogeneizador
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de alta velocidad durante 30 s en tres tiempos
de 10 s cada uno. Esto se realiz6 en tubos de
ensayos sumergidos en hielo a temperatura de
aproximadamente 4 °C. Inmediatamente el
homogeneizado fue centrifugado a 10 000 g
por 2 min en una centrifuga y el sobrenadante
obtenido fue usado para determinar las con-
centraciones de las biomoléculas en estudio
(ARN, ADN y proteinas).

Para la determinacion de la fluorescencia
de ADN se tomaron 300 pl del sobrenadante
y se unieron con 300 pl de PBS, 300 pul de
heparina y 300ul de ARNasa. Igual proce-
dimiento se utilizé para determinar la fluores-
cencia de ADN+ARN pero sin agregar la
ARNasa. Los tubos con las muestras fueron
incubados a 37 °C por 30 min en un baiio de
agua termoregulable, seguidamente se
dejaron a temperatura ambiente por 2 min. A
cada muestra, excepto el blanco, se le afiadié
bromuro de etidio y se agité con un agitador
magnético dejandola reposar por 3 0 4 min
para que ocurriera la reaccion electrostética
entre el bromuro de etidio y las macro-
moléculas de ADN y ARN. Los tubos que se
utilizaron fueron de borosilicato desechable
(12 x 12 mm) y los reactivos se prepararon
segin lo indicado por Karsten &
Wollemberger (1972, 1977). Cada muestra
fue analizada por triplicado. La lectura de la
fluorescencia de las muestras se llevé a cabo
usando un fluorémetro digital con longitudes
de onda de excitacién y emisién de 585 y 360
nm, respectivamente. La fluorescencia del
ARN se determiné por diferencia entre la
obtenida para ARN+ADN y ADN. La cuan-
tificacion se estimd tomando una curva estan-
dar de un ADN y/o un ARN comercial; a los
cuales se les determinaron los valores de las
pendientes e interceptos mediante el método
de los minimos cuadrados. La concentracién
de los acidos nucleicos fue expresada en
ug/mg de tejido hiimedo.

Las proteinas se determinaron por el
método de Bradford (1976). Para ello, 50 ul
del sobrenadante del homogeneizado de cada
uno de los tejidos se colocd en 2 950 pul del
reactivo “Comassie Blue”, se agit6 la muestra

y se dejé reposar por 10 min (se hicieron
cinco réplicas por cada muestra).
Posteriormente, la absorbancia fue medida en
un Spectronic 20-D a una longitud de onda de
590 nm. La cuantificacién de las proteinas se
obtuvo por interpolacién en una curva estan-
dar utilizando suero de albiminas de bovino
como patrén. La concentracién de proteinas
se expresé en ug/mg de peso himedo.

Los resultados obtenidos fueron someti-
dos a un tratamiento estadistico, con un nivel
de confiabilidad del 95%, empleando un
andlisis de varianza y una prueba a posteriori
por el método de las comparaciones
simultdneas de Duncan con el objeto de
establecer diferencias significativas entre las
medias de cada uno de los indices ARN/ADN
y Proteina/ADN con respecto a la condicién
alimenticia, localidad, tejidos y el tiempo de
exposicion

RESULTADOS

En el Cuadro 1, se muestran las concen-
traciones de ADN, ARN vy proteinas (ug/mg)
y los cocientes ARN/ADN y Proteina/ADN
de los ejemplares recolectados en Chacopata
y La Esmeralda al momento de la captura,
observandose que la glandula digestiva a
pesar de presentar la mayor concentracién de
proteinas, fue el tejido con menor crecimien-
to instantdneo (relacion ARN/ADN: 1.35
+0.11 para la Esmeralda y 1.77 + 0.07 para
Chacopata). El mayor indice Proteina/ADN
fue encontrado en el tejido muscular (255.93
+20.16 en La Esmeralday 931.42 + 10.51 en
Chacopata).

Los cocientes ARN/ADN y
Proteina/ADN (Cuadros 2 y 3) presentaron
diferencias altamente significativas (Anova,
P < 0.001) entre las localidades de La
Esmeralda y Chacopata, el tiempo de exposi-
ci6n y el tipo de tejido estudiado. Las pruebas
a posteriori arrojaron la formacién de dos
grupos para el tiempo de exposicién y tres
grupos independientes para el tipo de tejido.
Estos indices fueron siempre mayores en los
mejillones alimentados que en los man-
tenidos en abstinencia.
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CUADRO 1

Valores promedio obtenidos de las concentraciones de ADNSD (ug/mg), ARNSD (ug/mg) y proteinaSD s (ug/mg) y los
cocientes ARN/JADNSD y Proteina| ADNSD en el miisculo aductor, glindula digestiva y branquias de  Perna viridis, para
el momento de su recolecta en La Esmeralda 'y Chacopata.. n = 10 organismos/estacion.

TABLE 1

Mean values obtained from DNASD (ug/mg), RNASD (ug/mg) and proteinSD (ug/mg), and RNA/DNASD and
Protein/DNASD indexes in the adductor muscle, digestive gland and gills of Perna viridis, at the time they were collect -
ed in La Esmeralda and Chacopata.

Tejido ADN ARN

Proteinas ARN/ADN Proteina/ADN
LA ESMERALDA
Misculo 1.50 £ 0.13 2.05+0.35 383.90 + 10.15 1.37+£0.15 255.93 + 20.16
Glandula 2.40+0.25 3.24 + 0.40. 608.71 + 71.85 1.35 +0.11 253.63 + 28.45
Branquias 2.12+0.25 3.08 + 0.41 403.73 + 40.30 1.45+0.25 190.44 + 18.82
CHACQPATA
Miisculo 0.43 +0.08 1.08 £ 0.20 400.51 + 22.14 2.51+0.12 931.42 +£10.51
Glandula 333+0.18 5.88 £0.75. 748.38 + 24.53 1.77 £ 0.07 224.74 + 12.15
Branquias 0.66 +0.02 1.56 +0.90 339.99 + 30.26 2.36 +0.10 515.14 + 32.98

Relaciones ARN/ADN y Proteina/ADN
en el misculo aductor de Perna viridis
sometidos a diferentes regimenes alimenti-
cios: los resultados de las concentraciones de
loa 4cidos nucleicos se presentan en el
Cuadro 4. En la figura 1A se observa un
incremento gradual del indice ARN/ADN:
1.40+0.15 hasta 2.70 * 0.29 para la estacién
de La Esmeralda, y 1.61 * 0.03 hasta 5.34 *
1.14 para Chacopata, y una disminucién con-
tinua, en todo el periodo experimental, en
condiciones de estrés alimenticio (1.80 + 0.10
hasta 0.89 + 0.09 en la Esmeralda y desde
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3.64 % 0.46 hasta 0.93 + 0.09 en Chacopata).
Las mayores diferencias se obtuvieron en
Chacopata, cerca de 4 veces su valor inicial
para los no alimentados y aproximadamente
3,5 veces su valor inicial para los alimenta-
dos. El cociente Proteina/ADN (Fig. 1B) para
los organismos alimentados, presentd un
aumento progresivo en La Esmeralda (269.86
+ 9.80 a 610.73 * 23.72), y se mantuvo rela-
tivamente constante, con pequeiias fluctua-
ciones para los de Chacopata (1 326.18 *
60.34 a 1 454.27 + 79.23). Para los no ali-
mentados, se observé un decrecimiento pro-

Esmeralda Chacopata Esmeralda Chacopata

Semanas [ m1 2 m3 m4 BS5 6]

Fig. 1. Indices de crecimiento en el masculo de Perna viridis cultivados durante seis semanas en dos regimenes ali -
menticios y recolectados en las localidades de La Esmeralda y Chacopata. A. ARN/ADN. B. Proteina/ADN

Fig. 1. Growth ratio for the adductor muscle of Perna viridis cultured for six weeks under two feeding regimes and
collected in La Esmeralda and Chacopata A. RNA/DNA. B. Protein/DNA.
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CUADRO 2

Resumen estadistico para el cociente ARN/ADN en el

miisculo aductor (M), glindula digestiva (G) y bran-

quias (B) de Perna viridis, alimentados y no alimenta -
dos; recolectados en Chacopata y La Esmeralda.

TABLE 2

Statistical summary for the RNA/DNA index in the
adductor muscle (M), digestive gland (G) and gills (B)
of Perna viridis, fed and not fed, collected in La
Esmeralda and Chacopata.

Fuente de G.L. Fg Nivel de Duncan
Variaci6n significacion
Estacion 1 382628 ***
Régimen 1 273720 ***
Tiempo 5 4.574 Rk 32145
(Semana) 56
Tejido 2 28.158  *** G
B
M

p < 0.001 = altamente significativo

n =720

Los promedios conectados no son significativamente
diferentes.

gresivo en ambas estaciones (320.16 * 23.30

a 185.60 * 15.40 en la Esmeralda y 941.85.

60.43 a 259.91 * 23.54 en Chacopata).
Relaciones ARN/ADN y Proteina/ADN
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CUADRO 3

Resumen estadistico para el cociente proteina/ ADN en

el miisculo aductor (M), glindula digestiva (G) y bran-

quias (B) de Perna viridis, alimentados y no alimenta -
dos, recolectados en Chacopata y La Esmeralda.

TABLE 3
Statistical resume for RNA/DNA index in the adductor

muscle (M), digestive gland (G) and gills (B) of Perna
viridis, fed and not fed, collected in La Esmeralda and

Chacopata
Fuente de  G.L. Fg Nivel de Duncan
Variacién significacién
Estacion 1 625.549 ***
Régimen 1 249.000 ***
Tiempo 5 8.904 ok 6453
(semana) 21
Tejido 2 475774  *** G

B
M

p < 0.001 = altamente significativo

NS = No significativo

n =720

Los promedios conectados no son significativamente
diferentes.

en la glindula digestiva de Perna viridis
sometidos a diferentes regimenes alimenti-
cios: con respecto a este tejido los resultados
de las concentraciones de loa 4cidos nucle-
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Indices de crecimiento en la glandula digestiva de Perna viridis cultivados durante seis semanas en dos

regimenes alimenticios y recolectados en las localidades de La Esmeralda y Chacopata. A. ARN/ADN. B. Proteina/ADN

Fig. 2

Growth ratio for the digestive gland of Perna viridis cultured for six weeks under two feeding regimes and col-

lected in La Esmeralda and Chacopata A. RNA/DNA. B. Protein/DNA.
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CUADRO 4

Valores promedio de las concentraciones de ADNSD (ug/mg), ARNSD (ug/mg) y ProteinasSD (ug/mg) en el miis-
culo aductor de Perna viridis, alimentados y no alimentados, recolectados en Chacopata y La Esmeralda. n = 10 organ-
ismos/semana/estacion

TABLE 4

Mean values obtained from DNASD (ug/mg), RNASD (ug/mg) and ProteinsSD (ug/mg), in the adductor muscle of
Perna viridis, fed and not fed, collected in La Esmeralda and Chacopata

Semana ADN

LA ESMERALDA

Alimentados

1.43 + 0.09
1.92 +0.43
1.91 £0.23
1.79 £ 0.27
1.34+0.13
0.93 +0.07

AN A W=

No alimentados

1.93+013
1.17£0.12
1.34 £ 0.13
1.31+£0.14
1.25+0.11
1.77 £ 0.09

[NV I VS I S R

CHACOPATA

Alimentados

0.33 £ 0.06
0.31 £0.03
0.45 + 0.08
0.48 + 0.06
0.48 + 0.08
0.41 £0.12

AW -

No Alimentados

0.53 £0.05
0.57 £ 0.01
0.66 * 0.05
0.66 + 0.11
0.76 = 0.08
0.87 £ 0.09

[NV I S B SR

icos se presentan en el Cuadro 5. Los indices
ARN/ADN vy Proteina/ADN (Fig. 2 A y B)
mostraron  fluctuaciones relativamente
pequenas en ambas localidades, para los
mejillones alimentados (ARN/ADN: La
Esmeralda: 1.36 £ 0.15 a 1.89 + 0.32,
Chacopata: 2.02 £0.29 a 2.96 * 0.49; para el
indice Proteina/ADN: 255.95 * 33.24 a
352.00 £ 29.78 y 228.54 + 79.84 a 308.08 *
84.16 en las estaciones antes mencionadas,
respectivamente). Esta conducta se mantuvo
para los no alimentados en La Esmeralda en
el ARN/ADN: 1.68 * 0.23 a 1.20 + 0.09, y

ARN Proteinas

2.00 £ 0.29 385.90 + 9.55
2.73 £ 0.45 599.77 + 43.30
2.83+0.48 628.17 + 33.80
3.40 £ 0.24 635.72 + 13.50
2.82 +0.26 599.37 + 77.50
2.51+0.27 567.98 + 24.10
347+0.14 617.90 £ 72.60
1.72 £ 0.27 477.32 £ 34.40
1.83+0.32 399.08 + 64.10
1.77 £ 0.11 389.32 + 30.40
1.70 £ 0.28 363.72 + 33.50
1.57+ 0.11 328.52 +25.20
0.53+0.13 437.64 + 39.50
0.78 £ 0.11 480.30 + 40.90
1.59+0.16 517.32 +17.10
1.77 £ 0.27 552.52 + 3440
2.13+0.38 557.85 + 41.40
2.19+0.29 596.25 + 44.60
1.93 £ 0.15 499.18 + 23.50
1.72 £ 0.89 476.04 + 42.30
1.49 +0.22 429.85 + 14.50
1.13+£0.10 353.05 £ 2740
0.88 +0.12 239.02 + 77.30
0.81 £ 0.06 226.12 +20.90

para el cociente Proteina/ADN: 117.82 *
36.93 a 113.98 % 32.90 y hubo una disminu-
cién progresiva en Chacopata durante las seis
semanas de ayuno (ARN/ADN: 2.48 + 0.27 a
1.18 £ 0.15; Proteina/ADN: 464.91 + 34.40 a
102.06 + 24.15).

Relaciones ARN/ADN y Proteina/ADN
en las branquias de Perna viridis sometidos
a diferentes regimenes alimenticios: los
resultados obtenidos para las concentraciones
de acidos nucleicos y de proteinas se exponen
en el Cuadro 6. Para los organismos alimen-
tados de ambas localidades el cociente
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CUADRO 5

Valores promedio de las concentraciones de ADNSD (ug/mg), ARNSD (ug/mg) y ProteinasSD en la gldndula

digestiva de Perna viridis, alimentados y no ali

tados, recolectados en Chacopata y La Esmeralda. n = 10 organis-

mos/semana/estacion

TABLE 5

Mean values obtained from DNASD (ug/mg), RNASD (ug/mg) and ProteinsSD (ug/mg), in the digestive gland of
Perna viridis, fed and not fed, collected in La Esmeralda and Chacopata

Semana ADN

LA ESMERALDA

Alimentados

2.39+0.23
2.30 £ 0.27
2.12+0.34
1.84 +0.32
1.89+0.32
1.68+0.13

AN AW~

No alimentados

5.22+1.14
4.83 +0.94
340+0.26
3.27+0.34
3.02+0.22
3.08 +0.26

AN AW =

CHACOPATA

Alimentados

3.58+0.35
4.49 +0.28
4.33+0.70
4.52+045
4.55+0.51
449 +0.35

AW WN =

No Alimentados

3.23+1.06
3.35+0.37
4.21 +0.56
4.18+041 -
4.28+0.23
4.64 +0.33

[NV I SN VU S I

ARN/ADN (Fig. 3A) exhibié un incremento
continuo durante todo el periodo experimen-
tal. Los grupos mantenidos en ayunas en
ambas localidades tuvieron un compor-
tamiento diferente: en La Esmeralda aumen-
taron levemente desde 1.04 = 0.13 hasta 1.36
*+ 0.05 y los recolectados en Chacopata
mostraron una disminucién desde 3.01+0.22
hasta 0.89+0.09 desde la primera hasta la
sexta semana respectivamente. Para el
cociente Proteina/ADN (Fig. 3B), los organ-
ismos alimentados en ambas estaciones pre-
sentaron un incremento constante, siendo en
Chacopata donde se observé el mayor crec-

ARN Proteinas
3.24+0.33 611.71 £ 72.94
341+031 664.62 + 33.84
3.38+0.51 627.63 * 44.51
3.10 £ 0.45 614.03 + 56.48
3.25+0.65 634.72 + 43.85
3.17 £ 0.37 591.36 £ 75.10
8.79+1.44 615.02 + 64.23
7.66 +1.48 597.00 + 43.36
4.61+0.15 378.76 + 49.27
4.26 +0.68 359.82+27.2
3.81 £0.72 351.45%16.95
3.69+0.39 351.05+42.82
7.94 +0.48 818.18 +93.88
9.02 +1.01 1144.72 + 77.09
9.24 +0.62 1193.78 + 55.02
10.34 +1.19 1199.33 + 85.42
12.88 + (.54 1320.50 + 44.64
13.27 £ 043 1383.30 + 60.34
8.02+1.13 1501.65 + 87.09
8.03 +0.65 1207.44 + 86.92
7.07 £0.93 1078.37 + 55.94
6.58+1.72 1038.37 + 28.09
6.58 +1.78 979.81 * 65.02
5.47 +0.76 473.57 £ 92.61

imiento. En los ejemplares mantenidos en
abstinencia los valores variaron desde
458.75%20.59 hasta 234.35+10.48 y desde
871.86%+11.21 hasta 425.58+ 49.70 en La
Esmeralda y Chacopata, respectivamente.
Realimentaciéon después de la abstinen-
cia: con el objeto de conocer en cuanto tiem-
po estos organismos recuperaban su condi-
cién fisiolégica inicial después de seis se-
manas de ayuno (Cuadro 7), a los ejemplares
recolectados en La Esmeralda se les sumi-
nistré alimento por un lapso de dos semanas
adicionales, obteniéndose al cabo de este
periodo, valores (ARN/ADN 2.65 % 0.18 y
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CUADRO 6

Valores promedio de las concentraciones de ADNSD (ug/mg), ARNSD (ug/mg) y ProteinasSD en las branquias de
Perna viridis, alimentados y no alimentados, recolectados en Chacopatay La Esmeralda .n =10
organismos/semana/estacion

TABLE 6

Mean values obtained from DNASD (ug/mg), RNASD (ug/mg) and ProteinsSD (ug/mg), in the gills of Perna
viridis, fed and not fed, collected in La Esmeralda and Chacopata

Semana ADN

LA ESMERALDA

Alimentados

2.12+0.16
2.03+0.32
1.83 £ 0.17
1.79 £ 0.18
1.61 £ 0.21
1.35+0.19

QAN B LW =

No alimentados

2.26 £ 0.41
221 £0.21
2.12+0.34
2.08 +0.38
2.03 +0.24
1.91 £ 0.66

[, Y, I - US I S

CHACOPATA

Alimentados

0.54 £ 0.15
0.60 £0.13
0.53 +0.08
0.50 + 0.07
0.49 + 0.07
0.48 + 0.06

AN A WN =

No alimentados

0.69 + 0.03
0.76 + 0.15
0.88 +0.16
0.91 +0.02
0.90 + 0.11
0.99 +0.05

Proteina/ADN 634.87 + 46.61) que superaron
el valor inicial de los cocientes

Es importante hacer notar que durante
todo el periodo experimental, la superviven-
cia fue casi del 100%; por otra parte, aquellos
organismos que presentaron génadas o resi-
duos dellas fueron descartados ya que existen
evidencias de que estos organismos desvian
su energia para la formacién de génadas
(Lodeiros et al. 1996).

AN A LN =

DISCUSION

La condicién fisiolégica y el crecimiento

ARN Proteinas

3.17 £ 0.44 407.98 + 43.33
3.30 £ 0.56 400.52 + 46.32
3.15+0.68 392.52 +13.82
3.13+0.39 387.72 + 13.08
2.88 + 0.35 377.05 +21.04
2.76 £ 0.31 332.25+17.43
234+ 042 1036.78 * 110.70
2.65 +0.36 726.54 + 109.71
3.11+0.41 702.01 + 136.73
2.98 +0.39 490.10 £ 32.64
291 £0.38 483.45 + 34.45
259 +0.34 447.61 + 32.19
1.00 £ 0.12 399.66 + 46.38
1.38 £ 0.32 400.62 + 39.36
1.32£0.31 399.98 + 41.92
1.37 £ 0.31 420.25 +13.02
1.38+0.11 422.38 + 30.25
1.46 £ 0.19 426.97 + 28.05
2.08 +0.33 601.58 + 62.54
1.99 + 0.42 584.52 + 50.36
1.37 £0.15 488.41 + 46.76
1.17 £ 0.15 478.49 % 22.65
0.87 +0.11 469.32 + 13.77
0.88 £ 0.04 421.32 + 29.96

de los organismos son afectados por los fac-
tores ambientales siendo la disponibilidad de
aliménto una de las mas importantes (Frantzis
et al. 1993, Lodeiros et al. 1996). De acuerdo
a los resultados obtenidos en este trabajo, se
puede evidenciar que el estado nutricional
esta directamente relacionado con el cociente
ARN/ADN, la cual es un indice fisiologico
utilizado para determinar el crecimiento
instantdneo en bivalvos (Lucas & Beninger
1985). Esta relacién se increment6 en los
organismos alimentados y disminuyé en los
mejillones mantenidos en ayunas. Los resul-
tados concuerdan con los reportados por
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CUADRO 7

Valores promedio obtenidos de las concentraciones de ADNSD (ug/mg), ARN SD (ug/mg) y ProteinasSD y los

cocientes ARN/ADN y Proteina/ADN en el miisculo aductor, glindula digestiva y branquias de
periodo de re-alimentacion de dos semanas y después de seis semanas de ayuno, recolectados en La Esmeralda.

Perna viridis, en el
n=10

organismos/semanalestacion.

TABLE7

Mean values obtained from DNASD (ug/mg), RNASD (ug/mg) and ProteinsSD (ug/mg), and RNA/DNASD and
Protein/ADNSD ratio in the adductor muscle, digestive gland and gills of Perna viridis, re-fed for another two weeks
and after six weeks of abstinence, collected in La Esmeralda.

Semana ADN ARN Proteina ARN/ADN Proteina/ADN
Misculo
1 1.93£0.13 3.47+0.14 617.90 + 72.60 1.80 £ 0.10 320.16 + 23.20
7 1.29 +£0.29 213+045 702.20 + 11.20 1.65 £ 0.04 544.34 + 20.52
8 1.05 £ 0.25 2.75 +0.29 666.61 + 76.74 2.62+0.18 634.87 + 46.61
Glandula
1 522+1.14 8.79 + 1.44 615.02 + 64.23 1.68 + 0.23 117.82 + 36.93
7 2.78 +0.36 4.46 + 0.95 873.12 + 83.51 1.60 £ 0.22 314.07 £ 29.74
8 243 +0.22 3.68 £ 0.37 876.32 + 24.93 1.51 £ 0.26 360.63 + 22.21
Branquias
1 226 + 041 2.34 £ 042 1036.78 +110.70 1.04 £ 0.13 458.75 £ 20.59
7 1.06 £ 0.13 1.89 £+ 0.29. 628.31 + 80.81 1.78 £ 0.24 592.75 + 58.61
8 0.84 + 0.31 1.91 £ 0.69 619.82 + 94.41 2.27 +0.36 737.88 + 38.31

Wright & Hetzel (1985) quienes trabajaron
con la ostra Crassostrea virginica y encon-
traron que el cociente ARN/ADN fue mas
pequefio cuando los bivalvos fueron someti-
dos al ayuno y asimismo con los obtenidos en
experimentos similares realizados en peces
(Segnini de Bravo & Chung 1997) donde se
estudio la lisa Mugil curema en los cuales el
cociente disminuyé en un 53% después de 9
5-

4 Alimentados No Alimentados
£ |
0 3 |sEMANAS
<7 123456 L
Z2 o
1 . I
04 § —

Esmeralda Chacopata Fsmeralda Chacopata
Semanas lil 02 B3 E4 mS Djj

Fig. 3.

Proteina/ADN

dias de ayuno y un 86% a los 21 dias. En este
experimento, el decrecimiento en el tejido
muscular del mejillén Perna viridis fue de un
25% en La Esmeralda a los 21 dias y cerca de
50% a los 42 dias de ayuno. Para la localidad
de Chacopata fue de un 40% a los 21 dias de
ayuno y un 75% a los 42 dias de ayuno. Las
diferencias encontradas, entre las diferentes
especies, permite sugerir que el cociente

1200 —
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Indices de crecimiento en las branquias de Perna viridis cultivados durante seis semanas en dos regimenes ali-

menticios y recolectados en las localidades de La Esmeralda y Chacopata. A. ARN/ADN. B. Proteina/ADN.

Fig. 3.

Growth ratio for the gills of Perna viridis cultured for six weeks under two feeding regimes and collected in
La Esmeralda and Chacopata. A. RNA/DNA. B. Protein/DNA
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ARN/ADN en el tejido muscular en el meji-
l16n Perna viridis responde mas lentamente
en presencia del estrés alimenticio que los
vertebrados tales como peces, en los cuales a
las 24 hogas de abstinencia hay una caida sig-
nificativa del indice (Segnini de Bravo &
Chung 1997). Este descenso en el tejido mus-
cular debido a la abstinencia indica un menor
crecimiento instantdneo en este bivalvo. En
Chacopata se evidencié una disminucién de
este indice y un declive continuo de la energia
de reserva. La conducta fue diferente en La
Esmeralda ya que el cociente en este tejido
fue mas pequefio en la primera semana de
experimentacion a  esta  condicién.
Posteriormente se mantuvo casi constante por
cuatro semanas al cabo de las cuales se
observd otra baja significante, indicando que
este organismo ante un estrés alimenticio
responde utilizando su energia de reserva del
tejido muscular, es decir que tiene un com-
portamiento metabdlico de ajuste energético;
pero hasta cierto tiempo, ya que después
muestra una aclimatacion al estrés, resultando
en un uso muy lento o ninguno de la energia
de reserva (Wright & Hetzel 1985).

Después de 42 dias de abstinencia
(Cuadro 7), al suministrarle alimento a los
mejillones recolectados en La Esmeralda se
determiné que el indice ARN/ADN en la
primera semana posterior a este periodo (1.65
+ 0.04) alcanz casi el nivel obtenido después
de la primera semana de abstinencia (1.80 *
0.10), y para la segunda semana este valor fue
sobrepasado en casi un 50% (2.62 * 0.18).
Estos resultados concuerdan con los encon-
trados por Wright & Hetzel (1985) para la
ostra americana, en la cual, cuando los orga-
nismos fueron re-alimentados, este indice
aumentd pero no con la misma magnitud que
los encontrados en este trabajo. Estos mismos
autores sefialaron que esta relacién responde
répidamente a cambios en la tasa de cre-
cimiento y es muy sensible a los efectos
ambientales, especialmente la disponibilidad
de alimento. Vélez (comunicacién personal)
sostiene que el pectinido Euvola ziczac en
condiciones de estrés usa sus reservas muscu-

lares, ya que este tejido es reconocido como
el principal lugar de reserva de glucégeno.
Por otra parte, estudios realizados en pec-
tinidos enfatizan también la importancia del
misculo aductor como el sitio de reserva
energética y la relacionan con la necesidad
que tiene el mejillon de una fuente de energia
facilmente disponible para abrir y cerrar las
valvas (Gémez 1991).

Cuando el crecimiento se mide mediante
el indice Proteina/ADN como indicador del
tamafio celular (Fig.1 A y B) se encuentra que
los organismos no alimentados de ambas
localidades tienen una disminucion de la sin-
tesis proteica y por lo tanto un menor indice
Proteina/ADN, indicando que estos organis-
mos estin en estrés por la falta de alimento y
que una gran porcion de las proteinas es uti-
lizada para resolver ese problema.

Los resultados observados en los organis-
mos no alimentados, en ambas localidades,
para los cocientes ARN/ADN vy
Proteina/ADN en la gliandula digestiva
pueden ser explicados tomando el hecho de
que ésta es un 6rgano central del metabolismo
general y dirige la movilizacién y redistribu-
cién de energia entre los diversos 6rganos.
Este tejido participa en la actividad metabdli-
ca presentando una mayor cantidad de ARN
para la formacién de nuevos tejidos en la sin-
tesis de proteinas. Jorddn (1990), describié
que la glandula movilizaba sus proteinas para
el mantenimiento de sus funciones basicas
metabdlicas y el crecimiento en el ambiente
natural. Asimismo, se ha demostrado la par-
ticipacién de la glandula como 6rgano de
transferencia de reserva energética (Gémez,
1991). Nusetti y Morales (1988),
demostraron que la gldndula digestiva en el
mejillén Perna perna mostré un aumento de
tamafio celular acompafiado de una acumu-
lacién de proteinas implicando una elevada
tasa de biosintesis proteica y una baja proli-
feracion celular. Los resultados de este traba-
jo concuerdan con los reportados por Pease
(1976), quien estudid la ostra Crassostrea vir-
ginica y encontr6 que tanto los niveles de
ARN como la sintesis de proteinas dismi-
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nuian cuando habia una reduccién de alimen-
tos.

Con respecto al tejido branquial, la con-
centracion de proteinas en los organismos ali-
mentados en ambas localidades presentd poca
variaciéon (Fig. 3 A y B); pero fue en
Chacopata donde se encontraron los mayores
valores. En los ejemplares mantenidos en
abstinencia, el decrecimiento fue progresivo
en ambas estaciones. Los organismos man-
tenidos en ayunas, en La Esmeralda, presen-
taron un indice ARN/ADN relativamente
constante después de la segunda semana de
experimentacion. Posiblemente, esto se debe
a que ellos tienen estrategias adaptativas para
mantener su condicién de estrés alimenticio.
Para los de Chacopata ambos indices
(ARN/ADN vy proteina/ADN) descendieron
constantemente, indicando que son més sen-
sibles al ayuno que los grupos recolectados en
La Esmeralda. Por otro lado se sabe que las
branquias son Organos que estdn mas
expuestos al medio externo y continuamente
sometidos a rupturas y desgastes; por lo tanto
son tejidos que necesitan regenerarse cons-
tantemente y ademés deben mantener su crec-
imiento (G6émez 1991). Se ha reportado pre-
viamente que Perna viridis es bastante
resistente a los cambios de salinidad y tem-
peratura (Segnini de Bravo & Chung 1997).

La diferencia en ambas localidades se
debe posiblemente, a que La Esmeralda estd
mas contaminada por los efectos antropogéni-
cos. Las corrientes que se desplazan de este a
oeste y los vientos son més fuertes, existen
descargas de rios, la concentracién de sali-
nidad es mas fluctuante. Por ello se puede
inferir que los organismos recolectados en
esta estacion presentaron menor variacién en
sus indices debido a que estos bivalvos se
estdn enfrentando constantemente a factores
adversos y su condicién fisiolégica estd como
entrenada para luchar contra estas situa-
ciones. Por lo tanto, un estrés alimenticio
puede ser manipulado més facilmente como
estrategia adaptativa que los organismos
recolectados en Chacopata, donde normal-
mente estos organismos gozan de mejores

condiciones ambientales, con poca o ninguna
contaminaci6n. Fuentes (1996) no encontré
en la zona de Chacopata contaminacién por
metales pesados en el sedimento.

En definitiva, hay una clara evidencia del
papel que juega la alimentacién en la conduc-
ta del bivalvo Perna viridis y la movilizacion
de sus reservas energéticas en periodos de
bajos niveles de alimento, indicando que esta
condicién de ayuna no es lo suficientemente
adecuada para sostener el crecimiento.
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RESUMEN

El mejillén verde, Perna viridis, se ha encontrado am-
pliamente en la costa norte del Estado Sucre desde su
aparicion en Venezuela en 1993. El objetivo de esta
investigacion fue estudiar el efecto de la disponibilidad
del alimento sobre el crecimiento instantineo de Perna
viridis expresada por los cocientes ARN/ADN vy
Proteina/ADN. Los mejillones fueron recolectados en La
Esmeralda y Chacopata (Estado Sucre), Venezuela, trans-
portados al laboratorio, aclimatados durante cuatro sem-
anas, mantenidos por otras seis semanas en dos condi-
ciones de alimentacion: un grupo alimentado ad libitum
y otro mantenido en ayunas. Posteriormente este grupo
fue alimentado por dos semanas adicionales. Se midi6 la
concentracion de proteinas (método coloriméirico) y de
4cidos nucleicos: ARN y ADN (método fluorométrico
con bromuro de etidio) en diferentes tejidos: misculo
aductor, glindula digestiva y branquias. Se expresé el
crecimiento instantineo utilizando los cocientes
ARN/ADN y Proteina/ADN. Los resultados indicaron
que estos indices fueron siempre mayores en los organis-
mos alimentados que en aquellos abstinentes y que los de
Chacopata presentaron mejor condicién fisiolégica que
los de La Esmeralda durante las seis semanas de ayuno.
El tejido muscular es el mis recomendado para estudiar
el crecimiento instantdneo. Los resultados indican que el
cociente ARN/ADN es un indice adecuado para determi-
nar la condicion fisiolégica y el crecimiento instantaneo
de esta especie.
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