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RESUMEN

Se analizaron los niveles de metales pesados, metalotioninas y tasa de crecimiento
(ARN/ADN) en ejemplares hembras del bivalvo Lima scabra en las localidades de La
Crucita y Las Minas en la Isla de Cubagua, estado Nueva Esparta. La localidad de Las
Minas esta caracterizada por la presencia visible de escapes de gas e hidrocarburos
mientras que, la segunda zona (La Crucita), se encuentra visiblemente libre de dicha
actividad. Los e¢jemplares de Lima scabra fueron colectados manualmente a
profundidades de 2 a 3 m, con tallas que oscilaron entre 4 a 10 cm de longitud. Los
niveles de metales pesados se determinaron utilizando espectrofotometria de absorcion
atomica. Se evaluaron las concentraciones de cromo (Cr), hierro (Fe), niquel (Ni), plomo
(Pb) y cadmio (Cd) en sedimentos y en los tejidos: hepatopancreas (H), musculo (M),
branquias (B), manto (Ma) y resto (R) (ug/g peso seco) por espectrofotometria de
absorcion atomica, utilizando material de referencia certificado. Las metalotioninas (Mts)
fueron cuantificadas en todos los tejidos y la relacion (ARN/ADN), en el musculo
abductor del bivalvo Lima scabra. Los datos para metales, Mts y relacion ARN/ADN,
fueron analizados estadisticamente por el test de Kruskal Wallis. En los sedimentos, se
observaron diferencias estadisticamente significativas para todos los metales analizados
(Cr, Fe, Ni, Pb y Cd) en ambas localidades (P< 0,001), encontrandose en el anélisis de
metales totales para los tejidos, diferencias significativas para Cr (Kw= 10,874; P<
0,001) y Cd (Kw= 24,408; P< 0,001); siendo la concentracion de Cr mayor en Las Minas
y la de Cd mayor en La Crucita. Las concentraciones de Mts totales, no mostraron
variaciones significativas (P> 0,05) entre las dos localidades, aunque con respecto a los
tejidos, se presentaron diferencias en la Crucita (P= 0,001), con un maximo promedio en
el R y en Las Minas (P< 0,001) con un maximo en el R, mientras que para la relacion
ARN/ADN, los resultados muestran que en este estudio no se evidenciaron diferencias
significativas, lo cual sugiere que la condicion fisioldgica del organismo es similar en
ambas localidades y no es afectada por la presencia de metales.



INTRODUCCION

La degradacion de los ecosistemas acuaticos, ocasionada por factores quimicos, fisicos y
bioldgicos, repercute tarde o temprano en la calidad de vida de la poblacion, ya sea
directamente en la salud o por un deterioro del paisaje, disminucion de espacios para
recreacion, o simplemente mermando el potencial productivo de los recursos disponibles.
En los ultimos afos, se han llevado a cabo muchos estudios sobre contaminacion del medio
marino; numerosas especies de invertebrados y vertebrados han sido objeto de investigaciones
relacionadas con el impacto ambiental producido por la presencia de metales pesados en
el medio (Phillips y Raibow, 1997; Gomez y cols., 1998; Salazar y Reyes, 2000;
Langston y cols., 2002; Martinez, 2002; Rojas y cols., 2009; Lemus y cols., 2010).

Los metales pesados son constituyentes naturales del agua de mar, y provienen
principalmente de la erosion de las rocas, vulcanismo e hidrotermalismo. Los elementos
metalicos interrelacionan con el medio ambiente, mediante un balance conocido como
ciclo biogeoquimico natural. Sin embargo, la industrializacion y el crecimiento demografico,
han provocado un aumento de metales a través de los efluentes municipales e industriales,
actividades petroleras y drenajes provenientes de actividades mineras. Estas descargas
constituyen un serio problema, debido a que estos elementos pueden ser incorporados
con relativa facilidad por la biota acuatica, produciendo efectos adversos sobre los

ecosistemas (Bradly y Morris, 1993; Sawyer y McCarty, 2001; Almeida y cols., 2003).

Los metales mas peligrosos para la salud de los constituyentes bidticos, de los ecosistemas
marinos y del ser humano, son el plomo, mercurio, cadmio y arsénico (Valdés, 1999).
Ellos se encuentran naturalmente en el suelo en cantidades minimas. Sin embargo, cuando
estan concentrados en ciertas areas, constituyen un serio peligro. El arsénico y el cadmio,
por ejemplo, pueden causar cancer. El mercurio, el cobre y el plomo pueden causar
mutaciones, dafios genéticos, lesiones cerebrales y 6seas; mientras que el hierro, cuando se
acumula en exceso en drganos como, corazon, higado, articulaciones, pancreas y glandula

pituitaria, puede llevar a ataques cardiacos, diabetes, cancer de higado, artritis, entre



otras. Por su parte, el niquel, se ha encontrado como contaminante de alimentos procesados
(gelatina); presentandose naturalmente, concentraciones relativamente mayores de este

metal en vegetales, legumbres (Sawyer y McCarty, 2001).

Los organismos marinos ingieren los metales a partir del alimento y/o del agua, acumulandolos
en altas concentraciones en los tejidos del cuerpo. Su acumulacion es un proceso complejo
donde intervienen una serie de mecanismos internos, los cuales juegan un papel determinante,
tales como: la talla de los organismos, la composicidon bioquimica, los factores genéticos
y los ciclos de desove que afectan la condicion y peso; y entre los factores externos mas
importantes se encuentran: la biodisponibilidad del metal, la temperatura y la salinidad

(Capo, 2002; Gil y cols., 2006).

La seleccion de especies modelos como organismos biomonitores y predictores de
contaminacion ambiental, es fundamental en los estudios y programas de manejo preventivo
de los ecosistemas. Los bivalvos han sido ampliamente utilizados para evaluar la calidad
ambiental de los ecosistemas acuaticos, por su capacidad de bioacumular en sus tejidos
los contaminantes presentes en el medio. Ademas, su cardcter sésil y filtrador es de gran

utilidad para revelar los eventos que ocurren en areas donde habitan (Narvaez y cols., 2005).

Los bivalvos, como los mejillones y ostras, no son capaces de regular, con éxito, las
concentraciones de metales pesados, pudiendo pasar estos directamente al ser humano por
ingesta. De alli que se deban tomar precauciones extremas para el consumo humano en zonas

sujetas a altos niveles de contaminacion (Krauskopf'y Bird, 1995; Harper y cols., 2006).

La tolerancia y adaptabilidad de algunos bivalvos en los ecosistemas y bajo
condiciones controladas, ha permitido que sean organismos modelos para el
monitoreo de contaminantes e indicadores de la calidad de los ecosistemas. Los
bivalvos, como filtradores y algunos gasteropodos, responden ante la presencia

de xenobidticos en el cuerpo de agua (Conti y Cecchetti, 2003).



Los bivalvos utilizan estrategias metabolicas que inactivan fisiolégicamente a los
metales trazas no esenciales, al inmovilizarlos en el caparazon y/o precipitarlos en forma
de granulos en tejidos internos (hepatopdncreas y branquias), y para metabolizar los
metales esenciales, emplean la biosintesis de metalotioninas, que son especificas de los
tejidos y dependientes de las fuentes de exposicion (agua o alimento), lo que estd
relacionado con la capacidad especifica de excretarlos y balancear su elevada

incorporacion (Cruz y Fu-Lin, 2002).

La evaluaciéon de respuestas fisioldgicas y bioquimicas de organismos marinos
expuestos a xenobidticos y particularmente a metales pesados, ha sido ampliamente
estudiada. Las proteinas llamadas metalotioninas (Mts) han sido propuestas como un
indicador biologico de contaminacion por metales en ecosistemas acuaticos (Hylland y

cols., 1998; Langston y cols., 2002; Lemus y cols., 2010).

Las Mts fueron descubiertas por Margoches y Vallee en el afio 1957, cuando fueron
aisladas de la corteza renal de los equinos. Estas son proteinas conjugadas de baja masa
molar, capaces de enlazarse con una variedad de metales. La coordinacion exhibida por
los metales y la proteina, la estructura quimica de las Mts y la falta de similitud con otras
moléculas bioldgicas de los organismos, hace suponer que estas metaloproteinas constituyen

biomoléculas con caracteristicas unicas en los sistemas biologicos (Brambila y cols., 1999).

Las Mts constituyen un grupo de proteinas ampliamente distribuidas en los organismos. En
los mamiferos, estdn presentes en todos los tejidos, exhibiendo su mayor concentracion en
higado, rifién, pancreas e intestino. A nivel celular, las Mts estan localizadas principalmente en
el citoplasma; sin embargo, algunos estudios han demostrado su presencia en el interior de
los lisosomas y en el nicleo celular. Se caracterizan por tener un alto contenido de grupos
sulthidrilo provenientes de los aminoécidos cisternas, capaces de unir metales esenciales y
no esenciales. Varios metales, asi como una gran cantidad de factores fisiologicos y patologicos
inducen la sintesis de estas proteinas. En la actualidad, se ha postulado que estas

moléculas pueden tener un papel importante en los procesos de detoxificacion de metales



pesados como el cadmio (Cd), regulacion del metabolismo del zinc (Zn) y el cobre (Cu),
estabilizacion de membranas celulares, activacion de apoenzimas, captura y eliminacion
de radicales libres, asi como en la modulacion de la expresion de algunos genes (Brambila y
cols., 1999). Dependiendo del metal presente en la molécula de las Mts, éstas pueden
desempefiar mas de una funciéon. Los iones metalicos Cd, Cu y Zn, observados
“naturalmente” en estas proteinas, interaccionan dependiendo de las funciones
biologicas de los organismos. El Cd es altamente toxico y no es un metal esencial. El
Cu, a pesar de su elevada toxicidad, a altas concentraciones, es requerido como un
cofactor para la actividad de algunas enzimas. El Zn es un metal esencial, relativamente
no toxico, con importantes funciones de estabilizacion estructural en multiples proteinas
y es cofactor de una gran cantidad de enzimas relacionadas con la mayoria de los
procesos metabodlicos. Las Mts también son capaces de fijar otros metales no esenciales,

como cromo (Cr) y niquel (Ni), entre otros (Brambila y cols., 1999; Reyes y cols., 2001).

Los organismos marinos, cuando estdn expuestos a metales pesados o a xenobidticos,
activan rutas de metabolizacion y detoxificacion que ameritan un gasto energético, por
lo que en muchas ocasiones el metabolismo basal es afectado. El crecimiento o la
condicion fisiologica puede ser mermado a objeto de compensar el efecto toxico de
sustancias extrafas en su entorno, trayendo como consecuencia, cambios en su

reproduccion y crecimiento (Gil y cols., 2003; Lemus y Chung, 2006).

Los cambios en el metabolismo que se efectiian en el interior de un organismo durante
situaciones estresantes han sido examinados mediante el contenido de 4cido desoxirribonucleico
(ADN), acido ribonucleico (ARN) y la relacion ARN/ADN, mostrando ser este ultimo
un indice estatico adecuado para establecer la condicion fisioldgica de los organismos en un
determinado momento (Shcherrban, 1992; Moss, 1994; Lodeiros y cols., 1999; Acosta y
Lodeiros, 2001).

El molusco de fuego Lima (Ctenoides) scabra (Born, 1778) es una especie con un

atractivo color rojo, debido a la gran acumulacion de carotenos, los cuales,



conjuntamente con sus tentdculos normalmente extendidos y una bella concha, puede
llegar a medir unos 4-8 cm. Esta especie se alimenta mediante filtracion del fitoplancton

de los mares (Lodeiros y Freites, 2008).

Aunque la biomasa de esta especie puede ser relativamente alta (11,3 de masa seca/m?,
en el golfo de Cariaco), no es muy adecuado para la explotaciéon comercial, debido a la

dificultad en la recoleccion desde los habitats de corales (Lodeiros y Freites, 2008).

Numerosos estudios sobre toxicidad se han llevado a cabo en diversas especies de
crustaceos, moluscos y gasteropodos. No obstante, en el bivalvo Lima scabra son muy
pocas las investigaciones que se han realizado. En el presente trabajo, los ejemplares de
dicho organismo, fueron colectados en las profundidades de la isla de Cubagua, Estado
Nueva Esparta, a fin de determinar los niveles de algunos metales pesados como, cadmio
(Cd), cromo (Cr), plomo (Pb), niquel (Ni) y hierro (Fe), metalotioninas (Mts) y relacion
ARN/ADN.

Numerosos estudios sobre toxicidad se han llevado a cabo en diversas especies de
crustaceos, moluscos y gasteropodos. No obstante, en el bivalvo Lima scabra son muy
pocas las investigaciones que se han realizado. En el presente trabajo, los ejemplares de
dicho organismo, fueron colectados en las profundidades de la isla de Cubagua, Estado
Nueva Esparta, a fin de determinar los niveles de algunos metales pesados como, cadmio
(Cd), cromo (Cr), plomo (Pb), niquel (Ni) y hierro (Fe), metalotioninas (Mts) y relacion
ARN/ADN.



METODOLOGIA

Area de Estudio

Se realiz6 un tnico muestreo en el mes de julio del afio 2009, donde fueron colectados
ejemplares hembras del bivalvo Lima scabra, en las localidades de Las Minas, ubicada
al este de la Isla de Cubagua y La Crucita, ubicada al oeste de dicha Isla (Figura 1) 10°
18 79" N, 64° 26" 81" O. La captura de los organismos se realizé mediante buceo, a
una profundidad de 2 a 3 m; luego los ejemplares fueron colocados en una cava para ser
trasladados al laboratorio de Ecofisiologia y Ecotoxicologia del Instituto Oceanografico
de Venezuela de la Universidad de Oriente (IOV-UDO), con el objeto de determinar los

parametros morfométricos de los organismos (Ruiz y cols., 2007).

Figura 1. Mapa de la Isla Cubagua donde se sefialan las localidades estudiadas (La
Crucita y Las Minas)

Recoleccion del Sedimento

Se recolectaron muestras de sedimentos superficiales en toda la extension de cada una de
las localidades estudiadas (La Crucita y Las Minas), con nucleadores de plastico de 20

cm de largo y 6,5 cm de diametro. Para evitar posible contaminacion y alteracion de los



resultados, las muestras de sedimentos colectadas fueron colocadas en envases secos de
poliestireno previamente lavados con acido nitrico (HNO3) al 10% y abundante agua
desionizada. Luego, se transportaron bajo refrigeracion utilizando una cava con hielo, al
laboratorio de ambientes acuaticos del Centro de Investigaciones de Guayacén, de la
Universidad de Oriente. Las muestras se preservaron bajo congelacion a -20°C, hasta la
realizacion de los analisis. Luego se tom6 1 g de sedimento de la fraccion, se sometid a
digestion con 20 ml de acido acético 10%, manteniéndose en agitacion por 4 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se filtraron con papel Whatman N°
42, reteniendo el filtrado en balones aforados y completados hasta 25 ml con agua
desionizada. La extraccion de los metales se realizd en muestras de sedimentos totales

(Villegas y cols., 1998).

Muestras de tejidos

Los tejidos: hepatopancreas, musculo, branquias, manto y resto de cada bivalvo (n=19),
fueron extraidos de la concha para ser pesados y secados en una estufa, a 60°C durante
48 horas o hasta peso constante; luego, las muestras fueron colocadas en envases de
pléstico para realizar el proceso de digestion. Las muestras de tejido fueron tratadas con 4
ml de una mezcla de 4cido nitrico concentrado y &cido clorhidrico concentrado a una
proporcion 1:1, se sometieron a predigestion durante la noche y seguidamente fueron
digeridas a una temperatura de 60°C durante 4 horas en bafio de Maria. Las muestras
digeridas fueron enrasadas hasta un volumen de 25 ml con agua desionizada, previa

filtracion con papel Whatman N° 1 (Villegas y cols., 1998).

Andlisis de metales

Las muestras de sedimentos y tejidos, fueron analizadas en el laboratorio de Oceanografia
del IOV-UDO, en un espectrofotometro de absorcion atdmica (Perkin Elmer, modelo 3110),
siguiendo el procedimiento propuesto por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA).
Las determinaciones de Cd, Cr, Pb, Ni y Fe, se realizaron con llama de aire-acetileno y

lampara correctora de deuterio con las siguientes longitudes de onda: 228,8; 206,1; 283,3;



232,2 'y 259,9 nm, respectivamente. Se utilizaron los estandares certificados de
materiales de referencia de las marcas comerciales TORT-2 y DORM-2, para el control
de calidad de metales pesados. Los resultados se expresaron en pg.g” de peso humedo

(Acosta y Lodeiros., 2004)

Determinacion de Metalotioninas (Mts)

La cuantificacion de metalotioninas se realizé empleando la metodologia propuesta por
Viarengo y cols. (1997). Este método consiste en determinar la concentracion de
metalotioninas presentes en una fraccion de metaloproteinas purificadas parcialmente
del extracto del tejido, precipitadas con una mezcla cloroformo/etanol acidificado, en
presencia de agentes reductores y antiproteoliticos. En el extracto, las metalotioninas son
desnaturalizadas por acidificacion y aumento de fuerza ionica del medio y cuantificadas
por el método de Ellman (1958). El tejido fue homogeneizado en 1g/3ml de solucion
amortiguadora Tris-HCI 20,00 mmol.I"', pH 8,6, leupectina 6,00 umol.l'l, benzyl-
sulfonil fluoruro (PMSF) 0,50 mmol.1", ditiotreitol 2,00 mmol.I"' y B mercaptoetanol al
0,01% v/v. El homogeneizado se centrifugdé a 3 000 rpm por 20 minutos. Al
sobrenadante se le adiciond 1,5 ml de etanol frio (-20°C) y 80 ul de cloroformo y luego,
fue centrifugado a 6 000 rpm. por 10 minutos manteniendo la temperatura entre 0 y 4°C.
El sobrenadante resultante se mezcldé con 1 mg de ARN, 40 pl de éacido clorhidrico
(HC1) al 37% y 3,0 ml de etanol frio (concentracion final de 87%) y fue mantenido a -
20°C por una hora. Una nueva centrifugacion fue realizada a 6 000 rpm, por 10 minutos.
El precipitado obtenido fue resuspendido con etanol 87%, cloroformo 1% y solucion
amortiguadora de homogeneizacion, y posteriormente se centrifugd a 6 000 rpm por 10
minutos. El precipitado fue mezclado con 150 ul de cloruro de sodio (NaCl) 0,25 mol.I”,
150 pl de HCI 1,00 mol.I" y acido etilendiaminotetracético (EDTA) 4,00 mol.l'l; luego,
se agregd a las muestras una solucion preparada de 4,2 ml de NaCl 2,00 mol-1", 4cido
ditionitrobenzoico (DTNB) 0,40 mmol.I" buffer fosfato de sodio 200,00 mmol.I" a pH 8.
La mezcla de reaccion se incubo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 30

minutos, luego, fue centrifugada a 3 000 rpm por 15 minutos y se leyé la absorbancia a



412 nm en un espectrofotometro UV/VIS Luda 2S Perkin-Elmer. La concentracién de
grupos sulfridrilos (-SH) fue estimada utilizando la curva patrén de glutation reducido

(GSH).

Los calculos de las concentraciones de Mts, se realizaron utilizando una curva de calibracion
de glutatiéon reducido con las concentraciones desde 5 hasta 30 pmol.ml”. Para obtener
las concentraciones de Mts, se partid desde la siguiente igualdad: 1 mmol GSH = 0,055
mmol.I"" de Mts. Las concentraciones de metalotioninas fueron expresadas en pg de

Mts.mg™' de proteinas totales (Gruber y Valle, 2000).

Determinacion de Proteinas Totales

A 100 pl del sobrenadante de cada uno de los tejidos, se le adicionaron 5 ml de reactivo
de Bradford (100 mg de azul de Coomassie se disolvieron en 50 ml de etanol al 95%,
adicionando 100 ml de 4cido fosforico y llevando a un volimen de 1000 ml con agua
desionizada). Después de 5 minutos se midid la absorbancia a 400 nm en un
espectrofotometro UV/VIS Perkin-Elmer. Posteriormente la absorbancia fue interpolada

en una curva de calibracion de albumina sérica bovina (Bradford 1976).

Determinacion de la relacion (ARN/ADN)

Se colocaron 20 mg de tejido muscular en un vial de 1,5 ml de capacidad. Este tejido fue
picado con una tijera y se afiadieron 100 pl de sarcosina al 1% p/v para realizar la
digestion y se dejaron reposar durante 1 hora. Se mezclaron vigorosamente las muestras
tres veces durante este intervalo de tiempo para romper el tejido. Después se le
afnadieron 900 pl de solucién amortiguadora Tris 50 mmol, EDTA 0,5 mmol, pH 7,5, a
cada tubo; una vez anadido el buffer se centrifugaron a 2 500 rpm, por 15 minutos

(Karsten y Wollenberger, 1972).

Para la cuantificacion de los acidos nucleicos, a cada muestra por duplicado, se le coloco
alicuotas de 100 pl del sobrenadante en tubos de borosilicato y se anadieron 400 pl de la

solucion amortiguadora y 500 ul de solucion de bromuro de etidio para determinar ARN


http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442002000300033&script=sci_arttext#Bradford#Bradford

y para determinar ADN se les afiadieron 500 pl del reactivo de Hoechst. A continuacion,
se realizaron las lecturas a longitudes de onda de 490 nm, en un fluorémetro modelo 40
Sequeoia-Turner y para la estimacidn, por extrapolacion de las concentraciones se
establecieron curvas patrones para el ARN y el ADN, empleando diluciones seriadas de
250 pl cada vez de un estandar de ADN. Para esto se tomaron 200 pl de la solucion
estandar de ARN y ADN y se colocaron en un tubo de borosilicato, el cual contenia
previamente 300 pl de solucion amortiguadora Tris-EDTA y a partir del cual se realizaron

diluciones seriadas de 250 pl (Karsten y Wollenberger, 1972).

Andlisis estadistico

Se aplico una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para determinar si existian
diferencias entre las concentraciones de metales en sedimento de ambas localidades y
para establecer si se hallaron diferencias entre la incorporacion de metales en los tejidos
y las localidades. Esta misma prueba fue aplicada a los niveles de metalotioninas (Mts)
en los tejidos de los organismos de ambas localidades y para la relacion ARN/ADN.
Estos datos se visualizaron graficamente con el método de Box and Whisker (Boyer y
cols., 2000) y una matriz de correlacién, empledndose para ello el paquete estadistico
Statgraphics-Plus 4.1. Finalmente, se determin si existia asociacion entre los niveles de

Mts y los niveles de metales presentes en los tejidos analizados (Sokal y Rohlf, 1981).
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RESULTADOS

Metales en los sedimentos

Las concentraciones de los metales pesados, obtenidas en ambas localidades muestran la
calidad ambiental de cada una de estas; exhibiendo niveles que se encuentran dentro de
los limites naturales para ecosistemas marinos (Figura 2). La prueba de Kruskal Wallis
(Kw) mostro diferencias estadisticamente significativas en todos los metales analizados
(Cr, Fe, Ni, Pb y Cd), respectivamente (Kw= 11,344; P< 0,001; Kw= 11,310; P< 0,001;
Kw=6,154; P<0,05; Kw=11,394; P< 0,001 y Kw= 11,377; P< 0,001).

Metales en Lima scabra de las localidades de La Crucita y Las Minas

Los niveles de metales en tejidos de L. scabra provenientes de dos localidades de la Isla
de Cubagua, Estado Nueva Esparta, mostraron diferencias significativas en relacion al

Cry Cd, siendo el primero mayor en Las Minas y el segundo en La Crucita (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles de metales totales en tejidos de Lima scabra pertenecientes a las
localidades estudiadas.

Localidad Cr Fe Ni Pb Cd

La Crucita 027240264 4144748662 0,872+0,707 0,280+0,361 0,610+ 0421
(N=9) R=0-1,344 R=0-151946 R=0-3,506 R=0-1,456 R=0-1,990

Las Minas  0,501+£0,397 32696+38453 1,242+2390 0,195+0290 0,285+0,295
(N=10) R=0-1,778 R=3oP138906 R=0-15,766 R=0-1,257 R=0,05-1482
Kw Kw=10,874 Kw=0,897 Kw=0,683 Kw=1,543 Kw=24,408
P P< 0,001 *** Ns Ns Ns P< 0,001 %

N: numero de organismos; Kw: Kruskal Wallis; P: probabilidad; R: rango; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni:
niquel; Pb; plomo; Cd: cadmio; Ns: No significativo (P> 0,05); *** altamente significativo (P< 0,001).

En la localidad de La Crucita, metales como el Cr, Fe, Pb y Cd presentaron diferencias
altamente significativas entre todos los tejidos analizados (Kw= 19,081; P< 0,001; Kw=
19,765; P< 0,001; Kw= 20,213; P< 0,001 y Kw= 24,447; P< 0,0001, respectivamente),
obteniéndose los maximos valores promedios en el resto (R) de cada metal (0,440 +

0,206 pg.g’; 120,118 + 47,456; 0,682 + 0,521 y 1,104 + 0,596 pg.g). En cuanto al Ni,
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éste presentd diferencias significativas (Kw= 18,771; P< 0,001), con un méximo valor

promedio en el manto (Ma) de 1,070 + 1,001 pg.g™.

En la localidad de Las Minas, el Fe y el Cd presentaron diferencias altamente
significativas entre los tejidos analizados (Kw= 20,784; P< 0,001; Kw= 22,396, P<0,001
y Kw= 25,964; P< 0,001), pero con un maximo promedio en el resto (83,703 + 41,635 y
0,749 + 0,384 pg.g™). EI Ni presento diferencias significativas en todos los tejidos (Kw=
22,3962; P< 0,001), con un maximo valor promedio en el muasculo (2,030 + 4,845 ug.g'l).
Con respecto al Cr y al Pb, el analisis estadistico no arrojé diferencias significativas entre

los diferentes tejidos evaluados (Kw=3,113; P> 0,05 y Kw==8,235; P> 0,05).
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Figura 2. Variaciones en las concentraciones de metales en sedimento de las dos
localidades (La Crucita y Las Minas). (Abreviaciones: Kw: Analisis de Kruskal Wallis,
cromo (Cr) Kw= 11,344; P=0,0007; hierrro (Fe) Kw= 11,310; P=0,0007; niquel (Ni)
Kw=6,154; P=0,013; plomo (Pb) Kw= 11,394; P=0,0007 y cadmio (Cd) Kw= 11,377;
P=0,0007).
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Figura 3. Variaciones en las concentraciones de metales pesados en los tejidos
(hepatopancreas, musculo, manto, resto y, branquias) del bivalvo Lima scabra en la

localidad de La Crucita. (Abreviaciones: Kw: Analisis de Kruskal Wallis, cromo (Cr) Kw= 19,081,
P=0,0007; hierro (Fe) Kw= 19,766, P= 0,0005; niquel (Ni) Kw= 18,771, P= 0,0008; plomo (Pb) Kw=
20,213, P=0,0004 y cadmio (Cd) Kw= 24,447, P= 0,00006).
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Metalotioninas totales en Lima scabra en las localidades estudiadas

Las concentraciones de Mts totales, obtenidas en ambas localidades no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (Kw= 0,786; P> 0,05).
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Figura 5. Variaciones en las concentraciones de metaliotoninas en las dos localidades
(La Crucita y Las Minas).

Metalotioninas en Lima scabra en los tejidos en la localidad de La Crucita.

En los analisis de tejidos se encontraron diferencias muy significativas en las concentraciones

de Mts (Kw= 17,944; P= 0,001), con un maximo promedio determinado en el resto (R) de

25,700 + 3,660 pg.mg™, presentando el hepatopancreas (H) y el méisculo (M) concentraciones

similares (10,609 + 8,70 y 9,800 + 6,385 ug.mg™), hallandose los promedios mas bajos

en las branquias (B) y el manto (Ma), respectivamente (4,782+2420y4,348+ 1,608 pg.g™).
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Figura 6. Variaciones en las concentraciones de metalotioninas en los tejidos del bivalvo
Lima scabra (hepatopancreas, musculo, manto, resto y branquias) en la localidad de La

Crucita.
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Metalotioninas en Lima scabra en los tejidos en la localidad de Las Minas.

En los analisis de tejidos del bivalvo Lima scabra, se encontraron diferencias altamente
significativas en las concentraciones de Mts (Kw= 22,3962; P< 0,001), determinandose
en el hepatopancreas (H) y en el resto (R) valores promedios similares (12,499 + 3,785 y
12,297 + 5,627 ug.mg™), exibiendo las branquias (B) y el misculo (M) concentraciones
al igual que los tejidos anteriores, muy similares (7,604 + 3,031 y 7,266 + 3,190 pg.mg™).

Encontrandose el menor promedio en el manto (Ma) de 5,346 + 3,738 pg.mg’.
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Figura 7. Variaciones en las concentraciones de metalotioninas en los tejidos del bivalvo
Lima scabra (hepatopancreas, musculo, manto, resto y branquias) en la localidad de Las
Minas.

Relacion ARN/ADN en Lima scabra en las localidades estudiadas

En la localidad de La Crucita se observd un promedio de de 2,510 + 0,430, mientras que
en la localidad Las Minas fue de 2,500 = 0,490. El crecimiento bioquimico no presentd
variaciones significativas entre las dos localidades estudiadas (Kw= 0,00052; P> 0,05)

en los ejemplares de Lima scabra.
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Figura 8. Representacion grafica de los resultados del indice ARN/ADN en los
ejemplares de Lima scabra de las localidades de La Crucita y Las Minas.
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En la tabla 2 se muestra el analisis de correlacion entre las concentraciones de metales y
las Mts asociadas a los diferentes tejidos del bivalvo Lima scabra. En la misma se puede
apreciar la relacion existente entre las Mts del H con los niveles de Cr, las Mts del M
con los niveles de Pb y las Mts del R con los niveles de Fe, Pb, Ni y Cd presentes en las
dos localidades estudiadas. No apreciandose relacion alguna entre las Mts de tejidos

como, las branquias y el manto con ninguno de los metales evaluados.

Tabla 2. Analisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados de los tejidos
(hepatopancreas, musculo, branquias, manto y resto) del bivalvo Lima scabra de las dos
localidades de la Isla de Cubagua, estado Nueva Esparta, Venezuela y el contenido de
metalotioninas (Mts).

R (Correlacion)

P (Probabilidad) 9 Cr Fe Pb Ni
Ve 0,004 0,642 0,353 0,292 0,389
0985Ns  0,006*  0133Ns  0214Ns 0,098 Ns
Ve M 0,428 0,007 0,071 0,515 0,057
0069Ns  0076Ns  0760Ns  0028%  0,806Ns
i B 20,090 0,190 0,258 0,089 0,135
0701 Ns  0419Ns 02720Ns  0,705Ns 0,566 Ns
Vi< Ma 0,012 0,321 0,059 0,001 0,065
0958Ns  0,172Ns  0800Ns  0,994Ns 0,780 Ns
i R 0,557 0,170 0,752 0,530 0,645
0,017* 0470Ns 0,001 0,024*  0,006*

R: correlacion; P: probabilidad; Mts: Metalotioninas; H: hepatopancreas; M: musculo; B: branquias; Ma:
manto; R: resto; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Pb: plomo; Ni: niquel; Ns: No significativo (P> 0,05);
*significativo (P< 0,05).
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DISCUSION

Uno de los principales problemas al interpretar los resultados e indicar si un sedimento
esta contaminado en Venezuela, es que se carece de normativas legales que sefalen valores
considerados como contaminantes para los sedimentos fluviales y marinos, especialmente
en la zona costera. Sumado a esto, no existen criterios claros que permitan establecer la
contaminacion por metales pesados de un sedimento, porque la composicion de los
sedimentos puede ser muy variada, dependiendo de la roca madre, de la granulometria,
del contenido en materia organica, entre otros. En tal sentido, las comparaciones tienen
que realizarse mediante valores reportados por autores en zonas que, inclusive, tienen

caracteristicas geomorfologicas diferentes a las encontradas en el pais.

Las concentraciones determinadas en todos los metales analizados en el sedimento
oscilaron, en orden decreciente, de la siguiente manera: en La Crucita, Fe (177,100 pg.g”)
>Ni (0,757 pg.g™’) > Cd (0,727 pg.g™) > Cr (0,300 pg.g') > Pb (0,222 pg.g'); mientras
que en Las Minas, Fe (187,450 ug.g'l) > Ni (0,710 ug.g'l) > Cr (0,650 ug.g'l) > Cd
(0,428 png.g™") > Pb (0,405 ug.g') respectivamente, los cuales no sobrepasan los niveles

considerados como contaminantes de acuerdo a lo sefalado por Sadiq, 1992.

El Fe estuvo presente en los sedimentos de ambas zonas por ser un macro elemento de
naturaleza conservativa que existe habitualmente en los sedimentos en altas
concentraciones y es afectado minimamente por influencias antropogénicas (White y
Tittle-Baum, 1985), obteniéndose un promedio maximo de este metal en la localidad de
Las Minas. En ese mismo orden, el Ni registré diferencias significativas en las zonas de
estudio, con un maximo en La Crucita que no sobrepasa el valor para sedimento no
contaminado dado por Sadiq, 1992 (10,000 pg.g); este elemento es comin en la corteza
terrestre y su entrada al medio acuatico se produce por escorrentia superficial y por descarga
directa de residuos industriales, asi como por la erosion de suelos y rocas en el medio marino,
donde se presenta en el sedimento como sales solubles absorbidas en las particulas de arcilla o

materia orgénica (Martinez y Senior, 2001).
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En este caso, se presume que el Ni proviene de la materia orgénica acumulada en
particulas finas de sedimento depositadas en el fondo del lecho marino, las cuales han
sido arrastradas desde posibles yacimientos de hidrocarburos presentes en la zona, que al

degradarse liberan cantidades de Ni (Bonilla y Lin, 1979).

El Cd presento diferencias significativas, registrando un maximo promedio en la localidad de
La Crucita, que ain asi no excede el limite dado por Sadiq (1992) para sedimentos (1,000
ng.g™). Este metal es considerado como el mas biotoxico por los efectos que produce sobre la
biota marina. Asi mismo, los organismos que viven en la interfase agua-sedimento, absorben
la mayor parte del cadmio directamente desde la columna de agua (Hare y cols., 2001). Su
presencia en algunos sedimentos obedece, segiin un estudio realizado por Martinez (2002),
principalmente a la descomposicion de la materia organica relacionada con los efluentes
de las industrias procesadoras de alimentos ubicadas en zonas cercanas, que liberan al medio
una gran cantidad de materia organica, la cual tiende a disminuir la capacidad de depuracion del
medio alterando sus condiciones naturales y haciendo al metal més biodisponible. Otros
estudios sefialan que la liberacion del metal al medio estd muy ajustada a los picos de
surgencia costera, que se presentan en esta zona. En esta investigacion la presencia de Cd
se debid a fuentes naturales (Gutiérrez-Galindo y cols., 1999; Acosta y Lodeiros 2004).
El Cr registr6 su maxima concentracion en la localidad de Las Minas, difiriendo
significativamente con el valor determinado en La Crucita; con un valor de 0,650 pg.g”,
el cual se encuentra muy por debajo de la concentraciébn para sedimentos no
contaminados, cuyo valor es de 20,000 pg.g”', y podria estar asociado al flujo inducido
por circulacion permanente hacia la costa norte que transporta Cr de origen antropico.
Asi como también podria asociarse a que el sedimento presente en esta rea presenta una
constitucion mineraldgica de Cr de origen litogénico. El Cr se encuentra principalmente
como Cr’* (cromo trivalente) y Cr®" (cromo hexavalente), considerandose éste como la
especie quimica mas tdxica para los organismos acuaticos, debido a su poder oxidante; pero
en las aguas naturales, bajo determinadas condiciones fisicas y quimicas, suele ocurrir
interconversion entre las dos especies quimicas (Sadiq, 1992; Pettine y cols., 1992;

Martinez, 2002; Roling y cols., 2006). Finalmente, la concentracion de Pb hallada en las
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zonas de estudio se ubico en niveles trazas, siendo en la localidad de Las Minas donde se
registré el maximo valor (0,405 pg.g™”), que a su vez se encuentra muy por debajo de la

concentracion limite (5,000 pg.g") dada por Sadiq, 1992.

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos por estos metales pesados constituye un
grave problema ambiental, ya que en compuestos, representan algunas de las mas peligrosas
sustancias que se pueden bioacumular en un organismo (Tarifeno y Kawasaki, 1982). Los
metales depositados en el medio acuatico pueden acumularse en la cadena alimenticia,
causar dafio ecologico y poner en peligro la salud humana (USEPA, 1992; Zwieg y cols.,

1999; Van Den Broek y cols., 2002).

Se ha manifestado que la incorporacion de metales no esenciales al bivalvo estd bajo el
control de procesos o rutas metabolicas especificas de depuracion y transformacion
dentro del organismo. Esta tendencia sugiere que en el caso particular de Lima scabra, la
acumulacion de metales pesados es proporcional a la concentracion que exista en el
medio circundante; hecho también observado en ejemplares de Perna perna

anteriormente estudiados por Castillo y cols., (2005).

De los metales analizados, el Cr presentd la mayor concentracion en el resto (R) de los
organismos procedentes de La Crucita, con un valor de 0,440 + 0,206 pg.g”, que se
aproxima al resultado obtenido por Tapia (2010) en Ameghinomya antiqua (0,400 pg.g™)
y por Marquez y cols., (2008) en Cathorops spixii y Mugil gaimardianus (0,300 ug.g'1 y 0,260
ng.g), respectivamente. Ambos resultados se encuentran dentro de los niveles establecidos
por la FDA (Food and Drug Administration. Agencia de Alimentos y Medicamentos),
para este tipo de moluscos con 13,000 pg.g™'. Por su parte, los valores de este metal en
los organismos de Las Minas no arrojaron diferencias estadisticamente significativas

para ninguno de los tejidos (US FDA, 2001).

Metales como el Fe, el Pb y el Cd, exhibieron mayores concentraciones en el resto (R) de los

organismos pertenecientes a ambas localidades. Las concentraciones de Fe en ambas zonas para
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este tejido (La Crucita: 120,118 + 47,456 ug.g”'; y Las Minas: 83,703 + 41,635 pg.g™),
fueron superiores a los resultados presentados por Marquez y cols., (2008) en Mugil curema
(7,760 pg.g™) y en Centropomus undecimalis (30,270 pg.g"). Las diferencias reveladas,
probablemente se deban a que en los lugares de estudio de las referencias citadas, los
ejemplares no se hallaban expuestos a altas concentraciones de Fe y otros metales
(Usero y cols., 1996; Castillo y cols., 2005). El Fe se encuentra entre los metales
esenciales para los seres vivos, debido a que interviene en una gran variedad de funciones
bioldgicas y bioquimicas, entre ellas, la formacion de hemoglobina; sin embargo, altas
concentraciones en el ambiente pueden afectar de manera diferente el contenido de este
metal en los tejidos. Las concentraciones de Fe determinadas en esta investigacion no
dan indicio de contaminacion que altere la concentracion de Fe en la especie estudiada y,

por tanto, no supone riesgo alguno de tipo toxicologico.

El Pb exhibi6 su maxima concentracion en el resto (R) de los organismos de La Crucita
con un valor de 0,682 + 0,521 pg.g” que no supera el limite de referencia (1,700 pg.g™)
establecido por la FDA, no representando por ende, un potencial peligro para la salud de los
consumidores de moluscos. En el estudio de Tapia (2010) el valor obtenido para el Pb fue
de 0,400 pg.g”', en Ameghinomya antiqua. Este metal se acumula en los cuerpos de los organismos
acuaticos, experimentando efectos en su salud por envenenamiento del mismo. De
hecho, los crustaceos pueden verse seriamente afectados con pequefias concentraciones
(Demirak y cols., 2005; Dugo y cols., 2006); provocando problemas respiratorios, una baja
habilidad para enfrentar las enfermedades, deformaciones, infertilidad, y formaciones tumorales
(Alquezar y cols., 2005). Respecto a los ejemplares pertenecientes a la localidad de Las

Minas no existieron diferencias significativas (Figura 3 y 4).

La Ley Organica del Ambiente sefala para nuestro pais, que metales pesados como el
Pb, no deben ser detectables, tanto en este tipo de ambientes, como en los tejidos de los
organismos marinos de consumo humano, por lo que los valores obtenidos de este metal
en el presente trabajo no indican contaminacion del area en estudio (Gaceta Oficial de la

Republica Bolivariana de Venezuela, 2006).
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El Cd se acumul6 en mayor concentracion en el resto (R) de los organismos pertenecientes a
las dos localidades (La Crucita: 1,104 + 0,596; y Las Minas: 0,749 + 0,384 pg.g™), donde
ambos niveles estuvieron dentro de los limites de referencia establecidos por la FDA (4,000
png.g”") para dicho metal (Figura 3y 4). Yebra y cols., (2000) determinaron el contenido de Cd
en mejillones de los estuarios de Galicia, Espafa, obteniendo un rango de valores
situado entre 0,320 y 1,120 ug.g'l, similares a las concentraciones obtenidas para las dos zonas en
el presente estudio. Los organismos que consumen Cd pueden tener la presion sanguinea alta, y
lesiones en el higado, los nervios y el cerebro. El Cd posee mejor capacidad para
bioconcentrarse en tejidos y para que este metal presente en agua sea absorbido o
transportado a través de las membranas bioldgicas se requiere que esté disponible y en

forma disuelta (Camacho, 2007; Badillo, 2000).

Por su parte, la biodisponibilidad de Ni fue mayor en el manto (Ma) de los ejemplares de La Crucita, con un

valor de 1,070 = 1,001 ],tg.g'1 y en los organismos de Las Minas este metal se encontré en mayor proporcion
en el masculo (M) con un valor de 2,030 + 4,845 pg.g”'. La toxicidad del Ni en los invertebrados
acudticos varia considerablemente segun las especies y los factores abidticos. Mance y
Yates (1984) examinaron los datos sobre la toxicidad del Ni para los organismos de agua
salada y no determinaron variacion considerable de la sensibilidad en la fauna marina.
Asimismo, se sabe que la bioacumulacion de Ni en las cadenas alimentarias de los
ecosistemas acuaticos no se produce (OMS, 1991). No obstante, se ha informado que el Ni
afecta la sintesis de proteinas de las membranas celulares en alto grado, lo que causa una
reduccion de la concentracion total (Tkeshelashvili y cols., 1989). En este sentido, los
niveles de Ni encontrados en los organismos estudiados pueden estar relacionados con la
influencia de los sedimentos de origen terrigeno, arrastrados por la presencia de

hidrocarburos o por fuente natural (Martinez y Senior, 2001).

La induccion de la sintesis de metalotioninas (Mts) en especies marinas por metales
contaminantes, ha llevado al uso de estas proteinas como potenciales biomarcadores
especificos para exposiciéon a metales en biomonitoreo acudtico, al intervenir en la

homeostasis y destoxificacion de metales. El metabolismo de los metales esta regulado
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por mecanismos complejos y, en muchos casos, dichos mecanismos implican un
aumento de la concentracion de esta proteina al aumentar la concentracion de un metal
en el tejido. Dada la especializacion funcional de los distintos tejidos, es facil entender
que estos respondan diferencialmente en cuanto a la concentracion de metalotionina,
cuando el organismo se enfrenta a concentraciones eclevadas de metal en el
medio(Amiard y cols., 2006). De acuerdo con los resultados obtenidos, no se

evidenciaron alteraciones en los niveles de proteina en el bivalvo.

En ambas localidades se obtuvo una maxima produccioén de Mts en el resto (La Crucita:
25,700 + 3,660 y Las Minas: 12,297 + 5,627 pg.mg™), de los ejemplares de L. scabra, lo
que sugiere una mayor acumulacién de metales en este tejido, tal como se muestra en las
Figuras 6 y 7, aprecidndose una relacion decreciente de la proteina con los metales Fe >
Ni > Cd > Pb, que concuerda con las concentraciones de metales determinadas. La
metalotionina, como marcador de iones metalicos, muestra su afinidad para los iones
esenciales como el Fe, el cual es un potente oxidante, participando activamente en su
homeostasis. Las Mts, ademas de enlazar metales, juegan un papel metabdlico en la
remocion de radicales libres que se forman por efecto del Fe. El Cd es el ion metalico
que presenta mayor fuerza de union para algunas Mts y no por ser precisamente el
elemento necesario para su funcion bioldgica especifica. Al ser un ion pesado, se liga a
las cisteinas y quedan sus atomos enclaustrados fuertemente entre los dos agrupamientos
de la proteina, desplazando a otros iones, aunque se consideren con mayor afinidad para
la molécula. La Mt inducida con Cd se muestra toxicoldégicamente como bioindicador de
patologia, en general y cancerogénesis, en particular. El Ni y el Pb presentaron asocion
con las Mts, actuando como potentes oxidantes. En el caso del Cr, aun no existe

referencia bibliografica alguna que se haya asociado con las Mts (Reyes, 1999).

La relacion de ARN/ADN en el musculo abductor de los organismos pertenecientes a las
localidades de La Crucita y Las Minas, no presentaron ninguna variacion significativa,
indicando esto, que la condicion fisioldgica de dichos organismos, es similar en ambas

localidades. Puede sugerirse, entonces, que los niveles de ARN/ADN, probablemente
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estuvieron relacionados con la produccion de energia que estos organismos destinan para
su desarrollo. Nusetti y Morales (1988), determinaron un incremento progresivo del
ARN/ADN, segtn la talla, en el mejillon marrén Perna perna. Mientras que Lodeiros y
Himmelman (1996), evaluaron el efecto ambiental sobre diferentes tallas de Euvola
(Pecten) ziczac, demostrando una correlatividad del indice de ARN/ADN con el

crecimiento y la condicion fisioldgica.

Los resultados permiten concluir que la relacion ARN/ADN observada en el musculo
abductor de ejemplares de Lima scabra, pertenecientes a las localidades de La Crucita y
Las Minas, estuvo asociada con las condiciones naturales de su entorno, factor que
juega un papel importante en el comportamiento y establecimiento de dicho organismo,

lo que influye y regula el metabolismo de éste (Acosta y Lodeiros, 2003).

25



CONCLUSIONES

Las concentraciones promedios de los metales Cr, Fe, Ni, Pb y Cd determinadas en los
sedimentos y diferentes tejidos de ejemplares hembras de Lima scabra, procedentes de
las localidades de La Crucita y Las Minas, se mostraron en niveles que no superaron los
limites de referencia establecidos para el consumo animal y humano.

Los niveles de metales registrados en los organismos de la localidad de Las Minas, no
estuvieron influenciados por las descargas de gas e hidrocarburos propias de esta zona.

Los niveles de Mts en el resto (R), estuvieron asociados a los niveles de metales
presentes en ambas localidades estudiadas, siendo éste el tejido con mas poder de
bioacumulacion de metales en los ejemplares de L. scabra.

No se establecio variacion en la relacion ARN/ADN en el musculo abductor del bivalvo,

ya que la condicion fisiologica del organismo es similar en ambas localidades y no es
afectada por la presencia de metales en el medio.
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APENDICES

Apéndice 1. Andlisis de correlacién entre la concentracion de metales pesados del
hepatopancreas del bivalvo Lima scabra de las dos localidades de la Isla de Cubagua,
estado Nueva Esparta, Venezuela y el contenido de Metalotioninas.

R (Correlacion)

P (Probabilidad) Cd Cr Fe Mis Ni
cd i - - - -
0,172 i i i i
Cr 0,465 Ns
. 0,668 0,303 i i
0,004* 0,198 Ns
Vie 0,004 0,642 0,353 i i
0985Ns  0,006* 0,133 Ns
. 0,304 0.236 0,536 0,389 _
0,196Ns  0316Ns 0,022 0,098 Ns
o 0,078 0,061 0,078 0,292 0,058
0738Ns  0,793Ns  0,738Ns  0214Ns 0,805 Ns

Mts: Metalotioninas; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni: niquel; Pb: plomo; Ns: No significativo (P>
0,05); *significativo (P<0,05).

Apéndice 2. Analisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados del
musculo del bivalvo Lima scabra de las dos localidades de la Isla de Cubagua, estado

Nueva Esparta, Venezuela y el contenido de Metalotioninas.

R (Correlacion)

P (Probabilidad) Cd Cr Fe Mts Ni
cd i - - - -
0,057 i i i i

Cr 0,806 Nis

. 0,300 0,408 _ i i
0203Ns 0,082 Ns

Vite 0,428 0,007 0,071 i i
0069Ns  0976Ns 0,760 Ns

N 0,175 0,086 0,033 0,057
0456Ns  0715Ns  0,887Ns 0,806 Ns

o 0,175 0,298 0,195 0,515 0,099
0455Ns  0204Ns  0407Ns 00285 0,672 Ns

Mts: Metalotioninas; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni: niquel; Pb: plomo; Ns: No significativo (P>
0,05); *significativo (P<0,05).
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Apéndice 3. Analisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados de las
branquias del bivalvo Lima scabra de las dos localidades de la Isla de Cubagua, estado

Nueva Esparta, Venezuela y el contenido de Mts.

R (Correlacion)

P (Probabilidad) Cd Cr Fe Mts Ni
cd i - - - -
0,194 i i i i
Cr 0,410 Ns
. 0,599 0,626 i i
0,011* 0,007*
Vie 20,090 0,190 0.258 i
0701 Ns  0419Ns 02720 Ns
N 0,416 0,403 0,452 0,135 _
0077Ns  0,087Ns  0054* 0,566 Ns
o 0,193 0,500 0,146 0,089 0.476
0410Ns  0033*  0534Ns  0,705Ns 0,043 Ns

Mts: Metalotioninas; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni: niquel; Pb: plomo; Ns: No significativo (P>
0,05); *significativo (P<0,05).

Apéndice 4. Andlisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados del manto
del bivalvo Lima scabra de las dos localidades de la Isla de Cubagua, estado Nueva
Esparta, Venezuela y el contenido de Metalotioninas.

R (Correlacion)

P (Probabilidad) Cd Cr Fe Mis Ni
cd i - - - -
0,492 i i i i

Cr 0,036*

. 0,098 0,474 _ i i
0676 Ns 0,044

Mie 0,012 0,321 0,059 i i
0958Ns  0,172Ns 0,800 Ns

N 0411 0,018 0,540 0,065
0080Ns  0937Ns  0021* 0,780 Ns

o 0,440 0,384 0,305 0,001 0,282
0061 Ns  0,03Ns  0,195Ns  0094Ns 0231 Ns

Mts: Metalotioninas; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni: niquel; Pb: plomo; Ns: No significativo (P>
0,05); *significativo (P<0,05).
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Apéndice 5. Analisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados del resto
del bivalvo Lima scabra de las dos localidades de la Isla de Cubagua, estado Nueva
Esparta, Venezuela y el contenido de Metalotioninas.

R (Correlacion)

P (Probabilidad) Cd Cr Fe Mts Ni

cd i - - - -
0,352 i i i i

Cr 0,134 Ns

. 0,680 0,345 _ i i
0003* 0,142 Ns

Vite 0,557 0,170 0,752 i i
0017  0470Ns  0,001*

N 0,558 0,402 0,532 0,645 _
0017  0087Ns  0,023*  0,006*

o 0,629 0,179 0,644 0,530 0,615
0007*  0447Ns  0,006* 0,024 0,009*

Mts: Metalotioninas; Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Ni: niquel; Pb: plomo; Ns: No significativo (P>
0,05); *significativo (P<0,05).

Apéndice 6. Niveles de metales en sedimentos en diferentes regiones Marino-Costeras
de Venezuela.

Lugar de Cd Cr Fe Pb Ni Fraccion Referencia
analisis TotlyFina bibliografica
Golfo de 0,00-  2,51- 0,00-  2,01- F Martinez,
Cariaco Edo. 6,21 97,15 37,08 49,87 2002
Sucre (ngg) (ngg) (ngg) (ngg)
Playa Guiria, RC: RC: F Acostay
Edo. Sucre. 1,28 3,80 cols., 2002
Rio Chico BP: BP:
(RC)yBocade 23,7 47,50
Paparo (BP),  (ngg) (ngg)
Edo. Miranda
Lagunas B: B: B: C: B: T Pérez y
Bocaripo(B)y 0,05 0,15 62,15 6,30 0,04 cols., 2006
Chacopata (C), (png.g) (ngg) (ngg) (ngg) (ngg)
Peninsula de
Araya, Edo Sucre
Punta de 0,95- 0-3,10 166- 2,79- 0,59- T Barceld y
Piedras, Edo. 2,69 465 11,52 1,03 cols., 2008
Nueva Esparta  (ngg) (ngg) (ngg) (ngg) (ngg)
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Apéndice 6. Niveles de metales en sedimentos en diferentes regiones Marino-Costeras

de Venezuela (Continuacion).

Lugar de Cd Cr Fe Pb Ni Fraccion  Referencia

analisis TotalyFina bibliografica
Laguna de 17,02 F Mirquez y
Castillero, Edo. (ng.g) cols., 2008

Bolivar
Golfo de 5,00 1,67- 3,29- F Fuentes y
Cariaco, Edo.  (png.g) 60,41 24,58 cols., 2010
Sucre (ngg)  (ngg)

Cd: cadmio; Cr: cromo; Fe: hierro; Pb: plomo; Ni: niquel; T: Fraccion Total; F: Fraccion Fina.
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Resumen (abstract):

Se analizaron los niveles de metales pesados, metalotioninas y tasa de crecimiento
(ARN/ADN) en ejemplares hembras del bivalvo Lima scabra en las localidades de La
Crucita y Las Minas en la Isla de Cubagua, estado Nueva Esparta. La localidad de Las
Minas estd caracterizada por la presencia visible de escapes de gas e hidrocarburos
mientras que, la segunda zona (La Crucita), se encuentra visiblemente libre de dicha
actividad. Los ejemplares de Lima scabra fueron colectados manualmente a
profundidades de 2 a 3 m, con tallas que oscilaron entre 4 a 10 cm de longitud. Los
niveles de metales pesados se determinaron utilizando espectrofotometria de absorcion
atomica. Se evaluaron las concentraciones de cromo (Cr), hierro (Fe), niquel (Ni), plomo
(Pb) y cadmio (Cd) en sedimentos y en los tejidos: hepatopancreas (H), musculo (M),
branquias (B), manto (Ma) y resto (R) (ug/g peso seco) por espectrofotometria de
absorcion atomica, utilizando material de referencia certificado. Las metalotioninas
(Mts) fueron cuantificadas en todos los tejidos y la relacion (ARN/ADN), en el musculo
abductor del bivalvo Lima scabra. Los datos para metales, Mts y relacion ARN/ADN,
fueron analizados estadisticamente por el test de Kruskal Wallis. En los sedimentos, se
observaron diferencias estadisticamente significativas para todos los metales analizados
(Cr, Fe, Ni, Pb y Cd) en ambas localidades (P< 0,001), encontrandose en el analisis de
metales totales para los tejidos, diferencias significativas para Cr (Kw= 10,874; P<
0,001) y Cd (Kw= 24,408; P< 0,001); siendo la concentraciéon de Cr mayor en Las
Minas y la de Cd mayor en La Crucita. Las concentraciones de Mts totales, no mostraron
variaciones significativas (P> 0,05) entre las dos localidades, aunque con respecto a los
tejidos, se presentaron diferencias en la Crucita (P= 0,001), con un maximo promedio en
el Ry en Las Minas (P< 0,001) con un maximo en el R, mientras que para la relacion
ARN/ADN, los resultados muestran que en este estudio no se evidenciaron diferencias
significativas, lo cual sugiere que la condicion fisioldgica del organismo es similar en
ambas localidades y no es afectada por la presencia de metales.

40




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:
Apellidos y Nombres ROL / Cdédigo CVLAC / e-mail
ROL ca [ Jas[x ]t Jow [ ]
Lemus., Mairin
CVLAC 6429405
e-mail mlemus88@gmail.com
e-mail
ROL ca [ Jas[ Jtu[ ] [x]
Salazar., Raquel
CVLAC 5855836
e-mail raquelugo.ve@yahoo.com
e-mail
ROL ca [ Jas| Jru| | ou [x]
Zapata., Edgar CVLAC | 12269219
e-mail edzapata2002@yahoo.com
e-mail
Fecha de discusion y aprobacion:
Afio Mes Dia
| 2012 o1 |17

Lenguaje: spa

41




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
TESIS AC Aplication/Word
Alcance:
Espacial: NACIONAL (Opcional)
Temporal: TEMPORAL (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo: Licenciada en Bioanalisis

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciada

Area de Estudio: Bioanalisis

Institucidn(es) que garantiza(n) el Titulo o grado: Universidad de Oriente

42



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJQ UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°09S
Cumand, (4 AGO 200

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

TUNIVERSCORURERMEYIE

| SISTEMA DE BIBLI%TEC}
RECTI0 POR

4

—
613 3=
ECHA ORA

o
a1 op— - 1

c.C:

’ Direccién
JABC/ YGC/maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefix: 4008043 / Cumand - Venezuela

43



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del 11 Semestre 2009, segun comunicacion CU-034-2009): “Los trabajos de grados
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Concejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.

Cedeno Aniuska
Autor

Lemus Mairin

Asesor

44



	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	METODOLOGÍA 
	Área de Estudio
	Recolección del Sedimento
	Muestras de tejidos
	Análisis de metales
	Determinación de la relación (ARN/ADN)
	Análisis estadístico

	RESULTADOS
	Metales en Lima scabra de las localidades de La Crucita y Las Minas
	Metalotioninas  totales en Lima scabra en las localidades estudiadas 
	Metalotioninas en Lima scabra en los tejidos en la localidad de La Crucita. 
	Metalotioninas en Lima scabra en los tejidos en la localidad de Las Minas.
	Relación ARN/ADN en Lima scabra en las localidades estudiadas

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	APÉNDICES
	HOJAS DE METADATOS

