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Abstract: Temperature affects growth rate in aquatic organisms. This can be evaluated in short term using bio -
chemical indexes (RNA/DNA and Protein/DNA). The effect of acclimatization temperature on the instantaneous
growth and physiological condition of Perna viridis was studied in organisms collected in La Esmeralda, Sucre
State (Venezuela) and taken to the laboratory, where groups of 100 organisms (size 3.0 - 3.5 cm, anteroposterior
measurement) were acclimatized at 15, 20, 26 or 28°C during four weeks. Later they were kept in a 60 liters
aquarium for another six weeks under the same conditions. Each week, ten organisms per group were extracted
to measure concentrations of RNA, DNA (by a fluorometric method with ethidium bromide) and proteins (by a
colorimetric method), in tissues (digestive gland, adductor muscle and gills). Protein concentration was greater
and highly significant at 15°C for all studied tissues. The opposite was obtained with the RNA/DNA and Pro -
tein/DNA ratios: the greatest increase was observed at the highest temperature (28°C) for all tissues. At the low-
est temperature there was a tendency to reduce both indexes with time. Greater instantaneous growth can be
expected at higher temperatures and 28°C was optimal for growth in these specimens.

Kew words: DNA, RNA, temperature, physiological condition, Perna viridis.

El mejillon verde Perna viridis llegé a las
costas americanas desde el océano Indico.
Segun Agard et al. (1992), la colonizacion de
esta especie fue detectada por primera vez en
el Puerto de Point Lisas (Trinidad) en 1990, y
en Venezuela fue observada para el aiio 1993
a lo largo de toda la costa del Golfo de Paria,
ocupando zonas donde existen variaciones de
temperatura, debido a la surgencia (Rylander
et al. 1996) '

La temperatura es uno de los parimetros
ambientales que mas influye en la actividad
metabdlica de los organismos acudaticos (Seg-
nini de Bravo & Chung 1997). El metabolis-
mo energético de los bivalvos incluye varia-

ciones en el almacenamiento y utilizacion de
proteinas, lipidos y carbohidratos como prin-
cipales sustratos para el mantenimiento de las
funciones béasicas. El indice ARN/ADN es
utilizado como indicador de crecimiento
instantaneo del organismo ya que mide la tasa
de tejido elaborado. Por esta razon la relacion
ARN/ADN es un indicativo de la cantidad de
ARN por célula, y es considerada como un
indice de actividad metabdlica mas exacto
que la sola concentraciéon de ARN ya que no
es afectada por el nimero de células (Nusetti
& Morales 1988).

El objetivo de esta investigacion fue evalu-
ar el efecto que ejerce la temperatura de acli-



160 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

" matacién sobre la condicion fisiologica y el

crecimiento instantaneo de Perna viridis, en
tejidos como glandula digestiva, muasculo aduc-
tor y branquias utilizando las relaciones
ARN/ADN y Proteina/ADN.

MATERIALES Y METODOS

Captura de los organismos: los ejem-
plares de Perna viridis fueron recolectados en
la Esmeralda, Costa Norte del Estado Sucre,
Venezuela (10°40735”N, 63°30°50” W) por
buceo libre a temperatura de 25°C. Los
organismos se colocaron en recipientes térmi-
cos con agua de mar de la localidad, a fin de
evitar cambios bruscos de temperatura y se
trasladaron al laboratorio, donde per-
manecieron en estas condiciones por 48 horas
para su adaptacion.

Periodo de aclimatacion de los organis-
mos: para la aclimatacién térmica se uti-
lizaron acuarios de 60 1 en namero de 2
organismos/l. Cada uno de ellos constaba de
un termoregulador, un calentador y un ter-
moémetro de contacto, los cuales regularon la
temperatura del agua (£ 0.1 °C). Grupos de
100 mejillones de talla comprendida entre
3.0-3.5 cm de longitud antero-posterior
fueron aclimatados a las temperaturas de 15,
20, 26 y 28 °C respectivamente, aumentando
o disminuyendo 2°C por dia hasta obtener la
temperatura de aclimatacién deseada, donde
fueron mantenidos por cuatro semanas (tiem-
po estimado para que el organismo alcanzara
su completa aclimatacién) (Segnini de Bravo
et al. 1998).

Los organismos fueron alimentados con
una mezcla de monocultivos microalgales (30
000 cel/ml) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
aff. (T-Iso) y Tetraselmis chuii. Durante el
tiempo de exposicion de los mejillones hubo
control de los parametros fisicoquimicos: pH
(7-8), salinidad (35%oc), cantidad de oxigeno
disuelto (90% de saturacién) y luminosidad
(12/12).

Obtencioén de los tejidos: transcurrido el
tiempo de aclimatacion térmica, los organis-
mos fueron cultivados en las mismas condi-

ciones anteriores por otras seis semanas.
Durante este periodo, semanalmente, se
tomaron 10 ejemplares, de cada una de las
temperaturas, a los cuales se les disectd la
glandula digestiva, el misculo aductor y las
branquias e inmediatamente estos tejidos
fueron congelados con gas carbdnico y alma-
cenados a —17 °C hasta el momento de ser
analizados.

Determinacion de los acidos nucleicos:
los 4cidos nucleicos (ARN, ADN) se deter-
minaron 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
de alta velocidad durante 30 s en tres tiempos
de 10 s cada uno. Esto se realiz6 en tubos de
ensayos sumergidos en un bafo frio (4°C).
Inmediatamente, se centrifugd a 10 000g por
2 min y el sobrenadante obtenido fue usado
para determinar las concentraciones de las
biomoléculas en estudio (ARN, ADN y pro-
teinas).

Para la determinacién de la fluorescencia de
ADN se tomaron 300 ul del sobrenadante y se
mezclaron con 300 ul de PBS, 300 ul de hepari-
na y 300ul de ARNasa. Igual procedimiento se
utiliz6 para determinar la fluorescencia de
ADN+ARN pero sin agregar la ARNasa. Los
tubos con las muestras fueron incubados a 37°C
por 30 min en un bafio de agua termoregulable,
seguidamente se dejaron a temperatura ambiente
por 2 min. A cada muestra, excepto el blanco, se
le afiadi6 bromuro de etidio y se agité.
Posteriormente se dejé reposar por 3 0 4 min. La
lectura de la fluorescencia de las muestras se llevé
a cabo usando un fluorémetro digital con longi-
tudes de onda de excitacién y emisién de 58S y
360 nm, respectivamente. La fluorescencia del
ARN se determiné por diferencia entre la obteni-
da para ARN+ADN y ADN. Cada muestra fue
analizada por triplicado. La cuantificacién se
estimé por extrapolacion en una curva estandar de
un ADN y/o un ARN comercial. La concen-
tracion de los dcidos nucleicos fue expresada en
ug/mg de tejido humedo.
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CUADRO 1

Concentracion de dcidos y proteinas en varios tejidos.

TABLE 1

Acid and protein concentration in several tissues.

Tejido ADN ARN

Glandula 240 +0.25 3.24 +0.40,
Miisculo 1.50 £ 0.13 2.05+0.35
Branquias 212+ 0.25 3.08 +0.41

Proteinas ARN/ADN Proteina/ADN
608.71 + 71.85 1.35 x 0.11 253.63 + 28.45
383.90 £ 10.15 1.37 £ 0.15 255.93 + 20.16
403.73 + 40.30 1.45 £ 0.25 190.44 + 18.82

Valores promedio obtenidos de las concertraciones de ADN * SD (ug/mg), ARN + SD (ug/mg), Proteinas (ug/mg), rela-
ciones ARN/ADN = SD y Proteina/ADN * SD en los tejidos glandular (G), muscular (M) y branquial (B) de  Perna viridis
a la temperatura de recoleccién (25 °C). n = 10; SD = Desviacién estandar. :

Mean values obtained from DNA * SD (ug/mg), RNA * SD (ug/mg) and Proteins (ug/mg) concentrations and RNA/DNA -
+ SD and Protein/DNA + SD ratios in the digestive gland (G), muscle (M) and gills (B) of Perna viridis at collection tem-

perature (25 °C). n = 10; SD = Standard-deviation.

Determinacion de proteinas: las protei-
nas se determinaron por el método de
Bradford (1976). 50 ul del sobrenadante del
homogeneizado de cada uno de los tejidos se
colocd en 2 950 ul del reactivo “Comassie
Blue”, se agitd y luego se dejo reposar por 10
min (se hicieron cinco replicas por cada
muestra). Posteriormente, la lectura de la
absorbancia de las muestras fue realizada en
un Spectronic-20D a una longitud de onda de
590 nm. La cuantificacion de las proteinas se
obtuvo por la interpolacién en una curva
estdndar usando suero de albiminas de bovi-
no como patrén. La concentracién de protei-
nas se expresé en pg/mg de peso himedo.

Analisis estadistico: los resultados
obtenidos fueron sometidos 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 com-
paraciones simultineas de Duncan con el
objeto de establecer diferencias de crecimien-
to en las diferentes temperaturas, los tejidos y
el tiempo de exposicién.

RESULTADOS

A la temperatura de recoleccién (25°C),
los tejidos: glandular, muscular y branquial

del mejillén verde Perna viridis, presentaron
diferentes concentraciones de acidos nucle-
icos, proteinas, relacion ARN/ADN y
Proteina/ADN (Cuadro 1). Estos valores
encontrados, al transcurrir el tiempo, se
vieron afectados en los organismos expuestos
a diferentes temperaturas de aclimatacion.

Efecto de la temperatura de aclimatacién
sobre las concentraciones de los acidos
nucleicos (ADN, ARN), proteinas e indices
ARN/ADN y Proteina/ADN en la glandula
digestiva de Perna viridis: los valores prome-
dio obtenidos para ADN (Cuadro 2) variaron
entre 1.97 £ 0.18 y 0.90 £ 0.06 ug/mg a 28 °C
y para 26 °C se encontraron entre 2.39 + 0.23
y 1.68 * 0.13 ug/mg. A 20 y 15°C estas con-
centraciones oscilaron entre 3.80 + 0.52 y
5.81 * 0.60 pg/mg; y 4.25 £ 0.15y 597 *
0.34 ug/mg respectivamente.

La concentracion de ARN se present6é con
variaciones en cada una de las temperaturas
(Cuadro 2). A 28 °C, los valores fueron mas
bajos (3.24 + 0.39 y 1.91 * 0.37 pug/mg) en
comparacién con las demas temperaturas.
Los niveles mas altos se determinaron a 15°C,
siendo 7.43 + 0.43 pug/mg su mayor valor.

Al igual que en los 4cidos nucleicos, las con-
centraciones de proteinas alcanzaron los may-
ores promedios a las temperaturas bajas y se
incrementaron a través del tiempo. Para 15 °C,
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CUADRO 2
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Medias de dcidos y proteinas en gldndula digestiva.

TABLE 2

Means for acids and proteins in digestive gland.

Semana ADN ARN Proteinas ARN/ADN Proteina/ADN
Temperatura: 28°C

1 1.97 + 0.18 3.24 £ 0.39 450.65 + 28.58 1.64 + 0.29 228.76 + 21.12
2 1.81 = 0.18 3.15+£0.40 481.58 + 26.73 1.74 £ 0.24 266.07 + 18.15
3 1.19 £ 0.08 2.18 £ 0.17 433.58 £ 40.93 1.83 £ 0.19 364.35 = 841
4 1.20 £ 0.10 2.25+0.29 455.45 £ 8.41 1.88 £ 0.19 379.54 £ 7.40
5 1.02 + 0.10 2.10+0.24 448.52 + 11.91 2.06 + 0.17 439.73 * 19.20
6 0.90 + 0.06 1.91 £ 0.37 435.25 £ 19.76 2.12 £ 0.20 483.61 £ 14.11
Temperatura: 26°C

1 2.39+0.23 3.24 +0.33 611.71 £ 72.94 1.36 + 0.13 255.95 + 33.24
2 2.30 £ 0.27 3.41+£0.31 664.62 + 33.84 1.48 + 0.32 288.97 + 40.21
3 2.12+0.34 3.38 £ 0.51 627.63 £ 44.51 1.59 £ 0.30 296.05 + 38.25
4 1.84 £ 0.26 3.10 £ 0.45 614.03 + 56.48 1.68 = 0.21 333.71 £ 29.30
5 1.89 + 0.32 3.25x0.65 634.72 £ 43.85 1.72 £ 0.18 335.83 +31.30
6 1.68 + 0.13 3.17 £ 0.37 591.36 + 75.10 1.89 £ 0.09 352.00 £29.78
Temperatura: 20°C

1 3.80 £ 0.52 5.36 +0.92 695.22 £ 49.03 1.41 £ 0.52 182.95 + 25.51
2 4.93 +0.53 5.96 £ 0.88 755.72 + 26.85 1.21 = 0.20 153.29 = 28.79
3 5.70 + 0.47 5.80 £ 0.39 801.58 + 25.65 1.02 + 0.38 140.63 * 25.65
4 5.93 £0.37 5.93 = 0.51 831.98 + 25.64 1.00 £ 0.19 140.30 £ 26.60
5 5.90 + 0.38 5.88 + 0.62 830.38 + 53.16 1.00 * 0.32 140.74 + 20.51
6 5.81 £ 0.60 5.62 £0.72 831.98 + 35.11 0.97 + 0.28 143.21 £ 19.85
Temperatura: 15°C

1 4.25 +0.15 5.40 £ 0.43 674.92 + 40.57 1.27 £ 0.25 158.80 + 40.35
2 4.45+0.22 4.85+0.32 901.32 + 71.95 1.09 + 0.14 202.54 = 38.40
3 5.54 £ 0.36 5.70 £ 0.52 1100.78 * 24.91 1.03 = 0.38 198.70 + 34.31
4 5.83 £ 0.35 6.86 + 0.90 1140.78 + 38.82 1.18 + 0.34 195.67 + 38.82
5 5.89 + 0.30 6.42 + 0.63 1143.98 + 34.31 1.09 £ 0.25 194.22 + 40.41
6 5.97 +0.34 7.43 +0.43 1143.98 * 70.80 1.24 £ 0.18 191.62 * 37.65

Valores promedio obtenidos de las concentraciones de ADN = SD (ug/mg), ARN * SD (ug/mg) y Proteinas + SD
(ng/mg), indices: ARN/ADN * SD y Proteina/ADN = SD en la glandula digestiva de  Perna viridis, aclimatados a las tem-
peraturas de 15, 20, 26'y 28°C. n =10 organismos/semana/temperatura; SD = Desviacion estiandar.

Mean values obtained from DNA * SD (ug/mg), RNA + SD (ug/mg) and Proteins (ug/mg) concentrations and RNA/DNA
+ SD and Protein/DNA + SD ratios in the digestive gland of Perna viridis, acclimatized at temperatures of 15, 20, 26 and
28°C. n =10 organisms/week/temperature; SD = Standard deviation.

la menor temperatura estudiada, el contenido
proteico al inicio del experimento fue de
674.92 * 40.57 pg/mg y 1 143.98 + 70.80
ug/mg al final de este.

El indice ARN/ADN (Cuadro 2) se incre-
mento con el transcurso del tiempo tanto a 28
como a 26°C en comparacién con aquellos
organismos aclimatados a 15 y 20 °C, respec-
tivamente. A 15 °C se encontré un aumento

de esta relacion en la cuarta (1.18 = 0.34) y
sexta semana (1.24 * 0.18) alcanzando casi su
valor inicial (1.27 + 0.12). , '

La relacion Proteina/ADN (Cuadro 2)
aumento continuamente durante el periodo
experimental, a 28 y 26 °C, al igual que el
indice ARN/ADN. A 20 y 15 °C ésta relacién
decrecié en casi un 40%, al final del experi-
mento con respecto a las temperaturas anteri-
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CUADRO 3

Acidos y proteinas en miisculo abductor.

TABLE 3

Acids and proteins in abductor muscle.

Semana ADN ARN Proteinas ARN/ADN Proteina/ADN
Temperatura: 28°C

1 0.99 +0.11 1.39 £ 0.16 370.65 * 7.65 1.40 £ 0.21 37439+ 835
2 096 £ 0.14 1.53 +0.13 398.38 + 15.30 1.59 £ 0.19 41498 + 12.14
3 0.83 £ 0.14 1.48 + 0.07 438.38 + 10.90 1.78 £ 0.14 528.17 * 10.90
4 0.83 +0.14 1.52x0.11 458.12 + 20.03 1.83£0.30 551.95 * 14.15
5 0.70 = 0.08 1.81 +0.33 443.18 £ 13.87 2.59 £ 0.12 633.11 + 12.16
6 0.65 +0.09 2.11+0.18 45438+ 17.74 3.25+0.14 699.05 * 10.80
Temperatura: 26°C

1 1.43 + 0.09 2.00 £ 0.29 385.90 + 9.55 1.40 + 0.15 269.86 + 9.80
2 1.92 + 0.43 2.73 £ 0.45 599.77 + 43.80 142+ 0.25 312.38 + 25.60
3 1.91 + 0.23 2.83 +0.48 638.17 + 33.70 1.48 + 0.20 334.12 £ 27.30
4 1.79 £ 0.27 3.40 £ 0.24 635.71 £ 13.50 1.90 + 0.28 355.15 £ 21.20
5 1.34 + 0.13 2.83 £ 0.26 599.37 £ 77.50 2.11+0.31 44729 + 1891
6 0.93 £ 0.07 2.51 £ 0.27 567.98 + 24.10 2.70 £ 0.29 610.73 £ 23.72
Temperatura: 20°C

1 0.91 = 0.19 1.82 £ 0.17 468.14 + 81.51 2.00+0.13 514.44 + 16.13
2 1.35+0.15 242 +0.24 475.97 + 36.02 1.79 £ 0.15 352.57 £ 10.20
3 1.48 +0.21 2.90 +0.28 483.29 £ 16.80 1.96 + 0.25 326.55 +£27.20
4 1.88 + 0.13 3.32+0.30 508.12 + 10.04 1.77 £ 0.28 270.28 £ 30.31
5 2.07 +0.29 2.38 + 0.38 539.88 = 70.70 1.15+0.10 260.81 = 28.93
6 243 +031 3.84 £+ 0.44 575.98 + 27.08 1.58 £ 0.30 237.03 £ 17.79
Temperatura: 15°C

1 1.46 + 0.11 2.87 £0.29 510.86 * 16.69 1.97 £ 0.11 349.90 + 21.30
2 2.11 £ 0.18 293 +0.30 728.30 + 50.77 1.39 £ 0.09 345.17 £23.21
3 223 x0.11 4.13 +0.34 727.98 * 21.37 1.85+0.18 326.45 +29.18
4 2.24 £ 0.10 3.96 +0.30 727.98 + 23.08 1.77 + 0.07 324.99 + 3347
5 245+ 0.19 3.90 + 0.38 766.38 + 22.07 1.59 = 020 312.81 £ 34.62
6 2.59 £ 0.16 391 £0.32 77598 + 16.15 1.51 +0.25 299.61 £ 42.13

Valores promedio obtenidos de las concentraciones de ADN * SD (ug/mg), ARN = SD (ug/mg), Proteinas + SD (pg/mg),
indices: ARN/ADN * SD y Proteina/ADN * SD en el misculo aductor de Perna viridis, aclimatados a las temperaturas
de 15, 20, 26 y 28°C. n =10 organismos/semana/temperatura; SD = Desviacion estdndar.

Mean values obtained from DNA + SD (ug/mg), RNA * SD (ug/mg) and Proteins (ng/mg) concentrations and RNA/DNA
+ SD and Protein/DNA + SD ratios in the adductor muscle of Perna viridis, acclimatized at temperatures of 15, 20, 26

and 28°C. n =10 organisms/week/temperature; SD = Standard deviation.

ores y a partir de la segunda semana de exper-
imentacion, este indice permanecié casi con-
‘'stante.

Efecto de la temperatura de aclimatacion
sobre los niveles de ADN, ARN, Proteinas e
indices ARN/ADN y Proteina/ADN en el tejido
muscular: un resumen de los resultados del
efecto de la temperatura sobre las concentra-
ciones de ADN, ARN, proteinas e indices
ARN/ADN y Proteina/ADN en el musculo de

Perna viridis, se muestra en el cuadro 3,
donde se puede observar que a medida que la
temperatura de aclimatacién es menor,
aumentan las concentraciones de las macro-
moléculas.

Las concentraciones de ADN a 28° y
26°C tendieron a disminuir, con los niveles
mas bajos a 28°C y valores entre 0.99 + 0.11
y 0.65 + 0.09 ng/mg para la primera y sexta
semana de exposicién respectivamente; sin
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CUADRO 4

Acidos y proteinas en branquias.

TABLE 4.

Acids and proteins in gills.

Semana ADN ARN Proteinas ARN/ADN Proteina/ADN
Temperatura: 28°C

1 1.96 + 0.58 294 +0.39 386.65 + 34.03 1.50 + 012 197.27 £ 22.28
2 1.72 £ 0.16 2.90 + 0.43 373.32 +18.98 1.68 +0.14 217.05 £ 15.76
3 1.63 +0.17 2.86 £ 0.28 363.72 £ 19.92 1.75 + 019 223.14 + 18.96
4 1.48 + 0.17 2.67+0.34 350.12 £ 17.96 1.80 + 0.19 236.57 £ 25.20
5 1.33 £ 0.21 2.54+0.20 337.05 + 19.76 1.90 + 0.25 253.42 +17.19
6 1.04 + 0.22 2.18 + 045 324.78 +£10.80 2.10 £ 0.22 312.29+ 16.25
Temperatura: 26°C

1 2.12 £ 0.16 3.17+0.44 407.98 * 43.33 1.50 + 0.19 192.44 + 18.50
2 2.03 £0.32 3.30+0.56 400.52 * 46.32 1.63 £ 0.25 197.30 = 19.18
3 1.83 + 0.17 3.15+0.68 392.52 + 13.82 1.72 + 0.36 214.49 * 17.67
4 1.79 £ 0.18 3.13+0.39 387.72 £ 13.08 1.75 £ 0.21 216.60 + 2545
5 1.61 + 0.21 2.88 £ 0.35 377.05 * 21.04 1.79 + 0.17 234.19 + 31.35
6 1.35+0.19 2.76 £ 0.31 33225 £ 17.43 2.04 £0.26 246.11 + 33.60
Temperatura: 20°C

1 1.83 £ 0.21 2.66 £ 0.29 431.45 3273 1.45 + 0.35 235.77 £ 15.50
2 2.03x0.12 291 +0.49 468.25 + 17.38 1.43 +0.41 230.67 £ 17.10
3 2.29 +0.26 3.06 = 0.29 494.92 * 33.14 1.34 + 0.25 216.12 £ 32.13
4 2.59 £ 0.23 3.28+0.33 547.18 * 33.37 1.27 + 0.31 211.27 £ 12.28
5 2.63 £ 0.26 .330+0.21 549.32 + 18.86 1.25 £ 0.46 208.87 + 17.70
6 2.87 £ 0.26 3.79£0.32 603.45 * 40.35 1.32 + 0.51 210.26 * 25.40
Temperatura: 15°C

1 2.15+0.15 3.18 = 0.57 556.25 * 21.15 1.48 £ 0.41 258.72 + 21.10
2 1.99 + 0.23 2.80 + 0.38 570.65 * 34.91 1.41 + 0.38 286.76 + 25.40
3 2.17 £ 0.17 293 £0.38 596.78 = 32.14 1.35 + 0.37 275.01 * 3590
4 2.51 £ 033 3.13+0.34 668.73 * 69.00 1.25 + 0.45 266.43 + 38.60
5 2.94 + 0.29 4.08 +0.57 743.40 £ 87.46 1.39 £ 0.51 252.85 £ 24.50
6 3.06 £ 0.48 4.12+ 041 713.05 + 36.29 1.35+0.58 233.02 + 33.40

Valores promedio obtenidos de las concentraciones de ADN + SD (ug/mg). ARN * SD (ug/mg) y Proteinas + SD

(ug/mg), indices: ARN/ADN * SD y Proteina/ADN * SD en las branquias de Perna viridis, aclimatados a las temperat -
uras de 15, 20, 26 y 28 °C. n =10 organismos/semana/temperatura; SD = Desviacion estidndar.

Mean values obtained from DNA * SD (ug/mg), RNA * SD (pg/mg) and Proteins (ug/mg) concentrations and
RNA/DNA * SD and Protein/DNA * SD ratios in the gills of Perna viridis, acclimatized at temperatures of 15, 20, 26 -
and 28°C. n =10 organisms/week/temperature; SD = Standard deviation.

embargo,-a 20 y 15 °C se determiné todo lo
contrario, el ADN comenzé a incrementarse
desde el comienzo del experimento, con los
mayores valores a 15°C (1.46 + 0.11 y 2.59 =
0.16 ng/mg, respectivamente) (Cuadro 3).
En cuanto a las concentraciones de ARN

en el tejido muscular se encontraron varia-
ciones altamente significativas, las cuales
aumentaron y disminuyeron en relacién con
la temperatura y el tiempo de exposicion,
respectivamente. A 28°C, tuvo un incremento
continuo a partir de la tercera semana de
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CUADRO 5
Resumen estadistico
TABLE 5
Statistical summary

Fuente de G.L. Fg Nivel de Duncan

Variacién  significacién

Temperatura 3 173.08 b 20 15
26
28
Tiempo 5 25.02 rorx 2134
(semana) 1345
6
Tejido 2 132.72 e G
B
M

G.L.: Grados de libertad; Fg: Distribucion F; ***; p < 0.001 =

aitamente significativo

Resumen estadistico del anilisis de varianza y la prueba a poste-
riori para la relacion ARN/ADN en la glandula digestiva (G),
masculo aductor (M), y branquias (B) de Perna viridis, acli-
matados a las temperaturas de 15, 20, 26 y 28°C. n = 720.

Statistical summary of variance analysis and a posteriori test for
the RNA/DNA ratio in the digestive gland (G), adductor muscle
(M) and gills (B) of Perna viridis, acclimatized at temperatures
of 15, 20, 26 and 28°C. n = 720.

muestreo (1.48 * 0.07 ug/mg), alcanzando en la
ultima semana un valor de 2.11 + 0.18 pg/mg. Por
otra parte, a 26 y 20 °C estos valores se incremen-
taron desde la primera semana, luego comenzaron
a decrecer a partir de la cuarta semana, tiempo en
el cual se obtuvo la mayor concentracion (3.40 *
0.24 ng/mg) a 26 °C; en cambio, a 20 °C la mayor
cantidad se determind en la Gltima semana, con un
valor de 3.84 + 0.44 pg/mg (Cuadro 3). A la tem-
peratura de 15°C se alcanzaron los mayores nive-
les, para la primera y sexta semana, con Valores
promedio de 2.87 + 0.29 y 3.91 + 0.32 pg/mg,
respectivamente.

Las proteinas mantuvieron casi ¢l mismo
comportamiento de los 4cidos nucleicos. A
28 °C, presentaron un rango de concentracion
entre 370.65 * 7.65 y 454.38 + 17.74 ug/mg
para la primera-y sexta semana, respectiva-
mente. A 26 °C, estos valores estuvieron entre
385.90 £ 9.55 y 567.98 * 2410 ug/mg,
respectivamente, observdndose una disminu-

CUADRO 6
Resumen estadistico prueba a posteriori.
TABLE 6
Statistical summary and a posteriori test.

Fuente de G.L. Fg Nivel de Duncan

Variacién  significacion

Temperatura 3 31131 **x 20
15
26
28
Tiempo 5 3419 x*x 12
(semana) 234
5
6
Tejido 2 804.53 *** BG
M

G.L.: Grados de libertad; Fg: Distribucién F; ***; p < 0.001 =

altamente significativo

Resumen estadistico del anélisis de varianza y la prueba a poste-
riori para la relacién Proteina/ADN en la glandula digestiva (G),
miisculo aductor (M), y branquias (B) de Perna viridis, acli-
matados a las temperaturas de 15, 20, 26 y 28°C. n = 720.

Statistical summary of variance analysis and a posteriori test for
the Protein/DNA ratio in the digestive gland (G), adductor mus-
cle (M) and gills (B) of Perna viridis, acclimatized at tempera-
tures of 15, 20, 26 and 28°C. n = 720.

cién a partir de la tercera semana. Los niveles
obtenidos a la temperatura de 20 °C oscilaron
entre 468.14 + 81.51 y 575.98 + 27.08 ug/mg
y para 15 °C se encontraron entre 510.86 *
16.69 y 775.98 = 16.15 ug/mg, respectiva-
mente (Cuadro 3).

El indice ARN/ADN aument progresiva-
mente desde el inicio del experimento a 28 y
26 °C (Cuadro 3), lograndose los mayores
valores en la dltima semana (3.25 + 0.14 y
2.70 + 0.29 a 28 y 26 °C, respectivamente).
Resultados semejantes fueron determinados
en la relacion Proteina/ADN (Cuadro 3) para
ambas temperaturas. A 20 y 15 °C el indice
ARN/ADN disminuy¢ al transcurrir el tiem-
po con respecto a la primera semana de
experimentacion, alcanzando un valor mini-
mo de 1.15 * 0.10 en la quinta semana a 20
°C y un valor minimo de 1.39 + 0.09 en la
segunda semana a 15 °C. Asimismo, la raz6n
Proteina/ADN decrecié a todo lo largo del
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tiempo experimental a estas temperaturas.

Efecto de la temperatura de aclimatacion
sobre los niveles de ADN, ARN, proteinas e
indices ARN/ADN y Proteina/ADN en el teji-
do branquial del mejillon verde: a medida que
la temperatura de aclimatacién disminuyé
aumentaron las concentraciones de ARN, ADN
y proteinas en el tejido branquial, de la misma
manera que en los tejidos muscular y glandular
(Cuadro 4). A 28° y 26°C estas concentraciones
fueron menores y decrecieron en comparacion
con las temperaturas de 20° y 15°C, en las cuales
los niveles de ADN, ARN vy proteinas fueron
mayores y se incrementaron a lo largo del tiem-
po. A 28° Clos valores estuvieron en el rango de
1.96 + 0.58 y 1.04 + 0.32 pg/mg para el ADN;
294 £039y 2.18 +0.45 pg/mg parael ARN y
los de proteinas oscilaron entre 386.65 + 34.03 y
324.78 *+ 10.80 pg/mg. A 15 °C, los resultados
mas elevados fueronde 2.15 +0.15 y 3.06 £ 0.48
ug/mg en el ADN; 3.18 + 0.57 y 4.12 + 041
pug/mg en el ARN y 556.25 = 21.15y 713.05 *
36.29 pg/mg para las proteinas.

A 28 y 26 °C, las relaciones ARN/ADN y
Proteina/ADN en el tejido branquial aumen-
taron a lo largo del tiempo de experi-
mentacion. El indice Proteina/ADN alcanzé
valores de 312.29 + 16.25 a 28 °C y 246.11 *
33.60 a 26°C al final del experimento. A 20 y
15 °C la relacion ARN/ADN disminuyé con
pequeias fluctuaciones y en la relacion
Proteina/ADN, a 20 °C, este indice decrecid
levemente hasta la cuarta semana y luego se
mantuvo aproximadamente constante.A 15 °C
esta relacion presentd fluctuaciones de incre-
mento hasta la cuarta semana, para posterior-
mente disminuir a 233.02 * 33.40 (Cuadro 4).

Anadlisis de varianza miltiple y las
pruebas a posteriori de Duncan sobre los
indices ARN/ADN, proteina/ADN con-
siderando como variantes la temperatura,
el tiempo de muestreo (semanas) y los teji-
dos: los resultados del andlisis de varianza
multiple realizado en relacién con los indices
ARN/ADN y Proteina/ADN considerando
como variantes las temperaturas, el tiempo de
muestreo (semanas) y los tejidos se muestran
en los cuadros 5 y 6, ademas de los resultados

de una prueba a posteriori de rango multiple
de Duncan. La relacion ARN/ADN entre las
temperaturas, al igual que el tiempo de
muestreo y entre los tejidos arrojaron diferen-
cias altamente significativas (Anova, P <
0.001). Entre las temperaturas se encontraron
tres grupos: a) 15y 20°C, b) 26 °C y c) 28 °C
(Cuadro 5). Entre el tiempo (semana) se obtu-
vieron tres subconjuntos: a) primera, segun-
da, tercera y cuarta semana, b) primera, ter-
cera, cuarta y quinta semana y c) sexta sem-
ana. Entre los tejidos se determinaron 3 sub-
conjuntos independientes: a) tejido glandular,
b) tejido branquial y c) tejido muscular,
observandose que en este altimo tejido se
encontr6 la mayor relacion ARN/ADN.

En el cuadro 6 se muestra el resumen
estadistico del indice Proteina/ADN en relaciéon
con la temperatura, el tiempo y los tejidos. En el
mismo se puede notar que existen diferencias
altamente significativas entre estos factores
(Anova, P < 0.001). En las temperaturas existen
cuatro grupos independientes. Con relacion al
tiempo hay cuatro subconjuntos, obteniéndose la
mayor relacién Proteina/ADN en el grupo de la
sexta semana. Entre los tejidos se muestra la for-
macioén de dos. subconjuntos: uno constituido
por el tejido branquial y glandular (B y G) y otro
por el tejido muscular (M) donde la relacién
Proteina/ADN fue mayor.

DISCUSION

El crecimiento por proliferacién celular
esta asociado con la acumulacién del ADN;
por otra parte, el crecimiento por volumen
esta relacionado con la biosintesis de protei-
nas. Los resultados obtenidos en esta inves-
tigacién indicaron que el mejillon verde,
Perna viridis expuesto a temperaturas bajas
de aclimatacién presentd un crecimiento por
proliferacion celular y no se observd cre-
cimiento por volumen (Proteina/ADN), ni
crecimiento instantdneo (ARN/ADN). En
los organismos expuestos a temperaturas de
aclimatacién altas, el crecimiento por pro-
liferacion de células disminuyd, a pesar del
aumento del crecimiento por volumen o
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masa de tejido (Proteina /ADN). El aumento
en la relacién Proteina /ADN y ARN/ADN a
temperaturas altas se debe posiblemente, a
que los organismos incrementaron su activi-
dad metabdlica, produciendo y consumiendo
una mayor cantidad de energia para los pro-
cesos metabodlicos, principalmente para el
crecimiento.

Lodeiros (1993), senalé que los periodos
de altas temperaturas, conjuntamente con una
menor disponibilidad fitoplanctonica provo-
can en juveniles de Ewuvola ziczac y
Argopecten nucleus crecimiento continuo y
una alta tasa de supervivencia, indicando que
los mismos toleran esa condicién, tal vez
debido a que la energia producida es sufi-
ciente para cubrir las necesidades energéticas
de los juveniles los cuales estan exentos de la
alta demanda energética para sustentar la
reproduccion.

Una disminucién consecuente de la
relaciéon Proteina/ADN y ARN/ADN indica
el estrés provocado en los organismos
expuestos a temperaturas bajas, los cuales
reducen su actividad metabdlica. Igual obser-
vacion fue hecha por Wright & Hetzel (1985),
quienes informaron que la relacién
ARN/ADN en la ostra americana Crassostrea
virginica se hizo menor cuando la temperatu-
ra del agua alcanzé 14 °C, bien por debajo de
la temperatura ambiental.

Los bivalvos a temperaturas bajas podrian
utilizar estrategias de conducta fisioldgica
que producen un incremento en la eficiencia
de la bioconversiéon de la energia ingerida
para solventar los problemas de estrés. Estas
respuestas adaptativas incluyen aumento en la
capacidad de filtracion y digestién asociado
con un decrecimiento de la tasa metabdlica y
de crecimiento (Grant & Cranford 1989,
Cranford & Grant 1990). La influencia de la
temperatura posiblemente varia dependiendo
de la especie y de la talla del organismo.
Numerosas regiones tropicales estan caracter-
izadas por cambios en la temperatura y abun-
dancia fitoplancténica. Muller-Karger et al.
(1989), sugirieron que las especies tropicales
pueden tener mecanismos adaptados para

sobrevivir en condiciones adversas del
medio.

Los resultados muestran diferentes
patrones, para el crecimiento por prolif-
eracidn y para el crecimiento por volumen o
masa de tejido. En el tejido muscular, glandu-
lar y branquial se observé una baja prolif-
eracion celular acompafiada de una elevada
tasa de biosintesis de proteinas, indicando un
crecimiento de los tejidos principalmente por
aumento de volumen en las altas temperat-
uras. Estos tejidos presentaron una elevada
proliferaciéon celular a temperaturas bajas,
seguidos por cambios asociados con el volu-
men celular. Aparentemente existen periodos
criticos de proliferacion celular determinados
por la diferenciacion funcional de cada tejido.
En bivalvos, factores nutritivos y climdticos
son determinantes en la manifestacion especi-
fica del crecimiento y metabolismo energéti-
co de los tejidos a fin de garantizar el éxito de
la reproduccién de estos organismos en un
determinado periodo del afio (Gabbott 1983,
Nusetti & Morales 1988).

Un aumento en las concentraciones de
ADN refleja un tamaifo celular mas pequeio,
indicando un gran naimero de células por
unidad de peso en el tejido (Bulow 1987).
Asimismo, una disminucioén del contenido de
ADN en los tejidos acompaifado de un incre-
mento continuo del indice ARN/ADN
deviene en un aumento del volumen celular
(Proteina/ADN) a las temperaturas altas.
Estos resultados concuerdan con los de
Nusetti & Morales (1988), quienes sugieren
que un aumento del volumen celular, esta
acompaifado por un incremento de la biosin-
tesis proteica. Los cambios de la tasa de sin-
tesis de proteinas y las variaciones del con-
tenido de ADN reflejan alteraciones en el
crecimiento de los tejidos (Wilder & Stanley
1983). La alta concentracién de ADN en los
tres tejidos estudiados y la baja relacion
Proteina/ADN en los organismos aclimatados
a temperaturas bajas (20 y 15°C) sugieren que
esta especie tiene células mas pequefias en
sus tejidos que en aquellos mantenidos a tem-
peraturas altas (28 y 26°C). El aumento con-
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stante de ADN y ARN se explica porque este
es un crecimiento de ajuste (Ferguson &
Danzmann 1990). Es importante sefialar que
a 28°C se encontré una menor concentracion
de ADN, ARN vy proteinas; pero también los
mayores indices ARN/ADN y Proteina/ADN.
En la condicién de mayor temperatura hay
necesidad de mayor uso de proteinas debido a
la gran actividad metabdlica. Algunos inves-
tigadores como Houlihan er al. (1993) y
Mathers et al. (1993), han sugerido que una
gran cantidad de proteinas es utilizada para
mantener el nivel metabdlico y también para
el crecimiento.

A pesar de encontrarse los mayores niveles
de ARN, ADN y proteinas a temperaturas
bajas; el crecimiento instantineo y la condi-
cién fisiolégica (ARN/ADN) en los organis-
mos decrecieron. Estos resultados, posible-
mente se deban al estado de estrés de estos
bivalvos a estas condiciones ya que el gasto
energético se ve reducido por la baja actividad
metabolica y concuerdan con los reportados
por Goolish et al. (1984) quienes sugieren que
una mayor concentracion de proteinas a tem-
peraturas bajas indican que hay poca actividad
metabolica. Los organismos ‘disminuyen su
metabolismo como una posible estrategia para
sobrevivir a esa condicién. Bulow (1987)
sostiene que a temperaturas bajas se aumenta
la concentracién de proteinas, la actividad
metabdlica se hace mas pequena y que existen
temperaturas de crecimiento y de mante-
nimiento. Por otro lado, Gémez (1991) senala
que los niveles de lipidos y proteinas en glan-
dula digestiva y el misculo del pectinido
Euvola ziczac son menores a temperaturas
altas. ,

De los tres tejidos estudiados en los
organismos aclimatados a temperaturas altas,
el muscular mantuvo las reservas proteicas
bajas. Considerando que éste posee un meta-
bolismo anaerdbico, 1a caida de los niveles de
proteinas se asocia posiblemente al fendmeno
de redistribucién de energia a otros tejidos
(Nusetti & Morales 1988).

La glandula digestiva y el musculo, a tem-
peraturas bajas, disminuyen su actividad

metabdlica y acumulan reservas que luego
pueden transferir o ser utilizadas para ajustar
su metabolismo, solventar problemas de
estrés y en el crecimiento del mismo 6rgano.
Este es el caso de las proteinas, donde los
niveles se mantuvieron altos sugiriendo una
fuente de produccién de aminoicidos esen-
ciales utilizados en el metabolismo y crec-
imiento de los organismos. Jordidn (1990)
sostiene que el tejido glandular moviliza sus
fracciones de lipidos y proteinas para el man-
tenimiento de sus funciones béasicas metabdli-
cas y el crecimiento gonadal en el ambiente
natural. También se ha encontrado la partici-
pacion de la glandula como 6érgano de trans-
ferencia de reservas energéticas. Mayrand et
al. (1994) senalaron al tejido muscular como
el 6rgano encargado de la redistribucion
energética y de reserva. Asimismo la acumu-
lacion de energia en el tejido branquial indica
que el organismo tiene la estrategia de asegu-
rar sustratos para sostener el gasto energético
de sus funciones tales como respiracién y fil-
tracion. La gldndula digestiva mostré la
mayor concentracion de &acidos nucleicos y
proteinas a las diferentes temperaturas exper-
imentales; pero el mayor crecimiento se obtu-
vo en el tejido muscular, relacionado posible-
mente con las funciones que desempefian
cada uno de los tejidos. La gldndula digestiva
es la principal fuente de producciéon de enzi-
mas digestivas y sirve como 6rgano almace-
nador de reservas energéticas incluyendo pro-
teinas. Este Organo almacena y distribuye
metabolitos a otros tejidos (Mayrand et al.
1994). El musculo disminuye sus reservas
energéticas por estar involucrado en una
prominente actividad metabodlica en el cierre
y apertura de las valvas y por estar asociado
al fenémeno de redistribucién energética. El
tejido branquial presenta una doble funcién
(respiracion - filtracion) y es un tejido en con-
stante desgaste expuesto a posible estrés
(Nusetti & Morales 1988).

En forma general, se podria decir que la
temperatura como factor ambiental juega un
papel importante en la conducta de Perna
viridis, provocando la movilizacién de sus
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reservas energéticas en periodos de cre-
cimiento o de posible estrés metabdlico. Por
otra parte, el masculo por presentar un mayor
indice ARN/ADN y una mejor condicién fisi-
oldgica a las temperaturas altas parece ser el
tejido mas ideal para evaluar el crecimiento
instantaneo de esta especie.
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RESUMEN

La temperatura es un factor que afecta
principalmente, la tasa de crecimiento en los
organismos acudticos. Este crecimiento
puede ser evaluado a corto plazo, mediante
los indices bioquimicos (ARN/ADN vy
Proteina/ADN). El objetivo de este estudio es
determinar el efecto de la temperatura de acli-
matacion sobre el crecimiento instantaneo y
la condicién fisioldgica de Perna viridis. Los
organismos fueron recolectados en la locali-
dad de La Esmeralda, Estado Sucre
(Venezuela), y transportados al laboratorio
donde grupos de 100 organismos (talla entre
3.0 y 3.5 cm, medidos anteroposteriormente)
fueron aclimatados a diferentes condiciones
de temperaturas (15, 20, 26 y 28°C), durante
un  periodo de cuatros  semanas.
Posteriormente, se mantuvieron en acuarios
de 60 1 por otras seis semanas en las mismas
condiciones. Cada semana se tomaban 10
organismos (de cada grupo) para medir las
concentraciones de ARN, ADN (método flu-
orométrico con bromuro de etidio) y las pro-
teinas (método colorimétrico con azul de
coomassie).en los tejidos (glandula digestiva,
musculo aductor y branquias). Los resultados
mostraron que la concentracion de proteina
fue mayor y altamente significativa a 15 °C
con respecto a las demas temperaturas en
todo los tejidos estudiados. Lo contrario ocu-
rri6 con las relaciones ARN/ADN vy

Proteina/ADN en donde a la temperatura mas
alta (28°C) se observé el mayor incremento
de este indice para todo los tejidos. En la
condicién de temperatura mas baja se eviden-
cié un comportamiento con tendencia a dis-
minuir ambos indices al transcurrir el tiempo.
Se puede concluir que a mayor temperatura
existe un mayor crecimiento instantaneo. Una
temperatura alta como la evaluada en este
estudio (28°C) es la optima para el cre-
cimiento de esta especie.
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