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Acumulación de cobre y alteraciones histopatológicas en el ostión Crassostrea angulata

Accumulation of copper and histopathological alterations in the oyster Crassostrea angulata
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Resumen

Ejemplares de ostión Crassostrea angulata fueron expuestos a concentraciones subletales de cobre (200 y 600 µg L–1 Cu2+)
durante un periodo de 2 a 30 días. Se cuantificó la concentración de cobre, así como las alteraciones histopatológicas inducidas en
branquias, glándula digestiva y corazón. Las concentraciones más elevadas de cobre correspondieron a las branquias, con valores
alrededor de 2 mg g–1 peso seco en los organismos expuestos a la concentración más alta, al final del periodo de exposición (día
30). En la glándula digestiva la concentración alcanzada fue del orden de 1 mg g–1 peso seco. La tasa de bioconcentración (BCr),
definida como la diferencia entre la concentración en el tejido a una concentración de exposición a tiempo t y la concentración
media del control a lo largo del experimento, dividida por el tiempo de exposición, disminuyó en ambos tejidos. Los valores
variaron en el intervalo entre 392 y 57 µg g–1 d–1 en las branquias y entre 133 y 18 µg g–1 día–1 en la glándula digestiva. En
branquias de ejemplares tratados con una concentración de 200 µg L–1 Cu2+ se observó una desorganización del tejido conjuntivo,
alteraciones en la porción apical de las células ciliadas e hiperplasia y fusión de laminillas, pudiendo llegar incluso a la pérdida de
estas laminillas a 600 µg L–1 Cu2+. En la glándula digestiva (hepatopáncreas) de ejemplares sometidos a 600 µg L–1 Cu2+ se
detectó un adelgazamiento del epitelio y, en algunos casos, oclusión de la luz de los túbulos digestivos y dilatación de los
conductos digestivos. En el corazón de los organismos expuestos a concentraciones subletales de cobre se observó un
adelgazamiento del epitelio de las aurículas y del ventrículo, un incremento de las células marrones (brown cells) en las paredes
de las aurículas, así como una distensión de las fibras musculares y destrucción del tejido conectivo de soporte, tanto en las
aurículas como en el ventrículo.

Palabras clave: acumulación, alteraciones histopatológicas, cobre, Crassostrea angulata.

Abstract

Specimens of Crassostrea angulata were exposed to sublethal copper concentrations (200 and 600 µg L–1 Cu2+) during 2 to
30 days. The accumulation of copper and histopathological effects on the gills, digestive gland and heart were studied. The
highest copper concentrations were found in the gills, with values over 2 mg g–1 dry weight for organisms exposed to the highest
concentration at the end of the exposure period (day 30). In the digestive gland, the concentration was 1 mg g–1 dry weight
(highest exposure on day 30). The rate of bioconcentration (BCr, defined as the concentration in the tissue at an exposure
concentration at time t minus the mean concentration of the control throughout the experiment, divided by the exposure time)
decreased in both tissues. The values ranged from 392 to 57 µg g–1 day–1 for gills and from 133 to 18 µg g–1 d–1 for the digestive
gland. In the gills, specimens exposed to 200 µg L Cu2+ showed disorganization and apical alterations of the cilia cells and
hyperplasia, lamellar fusion and lamellar loss in organisms exposed to 600 µg L–1 Cu2+. In the digestive gland, specimens
exposed to 200 µg L–1 Cu2+ showed hemocytic infiltration in the underlying connective tissue and numerous brown cells
compared to the control specimens. On the other hand, thinning of the epithelium of the digestive tubules, occlusion in the lumen
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Introducción

Los metales engloban a un amplio conjunto de elementos
que, en líneas generales, se caracterizan por ser no degradables,
tener una elevada persistencia en el medio y ser susceptibles de
ser incorporados y acumulados por los organismos (Allen-Gil
et al., 1997). Desde la década de los ochenta, se ha extendido el
uso de biomarcadores en programas de monitorización de la
contaminación ambiental. Entre los organismos biomonitores
se han usado diferentes especies de moluscos bivalvos y peces
(Blasco et al., 2003), y como biomarcadores utilizados
destacan, entre otros biomarcadores, métodos bioquímicos
(actividades enzimáticas, lisosomas, peroxidación lipídica,
proteínas de estrés, metalotioneinas, citocromo P450, etc.) y
aproximaciones celulares (Moore, 1985; Cajaraville et al.,
1990, 2000; Soto y Marigómez, 1995; Marigómez et al., 1995;
Bernet et al., 1999; Blasco et al., 1999, 2003; Sarasquete y
Segner, 2000; Sarasquete y Gutiérrez, 2004).

La histología (Capeta da Silva, 1997; Ortiz-Delgado et al.,
1999; Arellano et al., 1999, 2001; Cargnin-Ferreira et al.,
2003; Arufe et al., 2004; Hampel et al., 2004), complementada
con métodos específicos de histoquímica e inmunocitoquímica
(Arellano et al., 1999, 2001; Sarasquete y Segner, 2000; Ortiz-
Delgado y Sarasquete, 2004), permite localizar daños tisulares,
y conocer la distribución subcelular e inducción de biomarca-
dores específicos en tejidos diana.

El cobre es un elemento traza esencial para la vida de los
organismos. Forma parte de la estructura de más de 30 enzimas
y de otras moléculas (oxidasas, hidrolasas, hemocianina, meta-
lotioneínas, etc.) (Harris, 1991). Sin embargo, dependiendo de
la especie, determinadas concentraciones de cobre pueden ser
tóxicas para los organismos, produciendo considerables altera-
ciones fisiológicas e histopatológicas (Sarasquete et al., 1992,
1997; Arellano et al., 1999; Ortiz-Delgado et al., 1999).

Diferentes especies de moluscos bivalvos (Crassostrea
angulata, Scrobicularia plana, Venerupis sp., Mytilus sp.) han
sido usados como biomonitores de la contaminación acuática
(Blasco et al., 1993, 1999, 2003; Díaz-Méndez et al., 1998;
López-Barea y Pueyo, 1998; DelValls et al., 1999; Cajaraville
et al., 2000). Los bivalvos son indicadores adecuados de
contaminación ambiental in situ, ya que poseen las siguientes y
adecuadas características: son organismos sedentarios, mues-
tran una alta capacidad de bioacumulación, son abundantes, de
vida media larga, manejables y fácilmente aclimatables a las
condiciones experimentales.

El ostión Crassostrea angulata Lamarck, 1819 es un
molusco bivalvo de gran importancia en la región sudatlántica
española, tanto desde el punto de vista ecológico como

Introduction

Metals comprise a diverse group of elements that, in
general terms, are non-degradable, are highly persistent in the
environment and are readily incorporated and accumulated by
organisms (Allen-Gil et al., 1997). Since the 1980s, bioindica-
tors have been widely used in environmental monitoring
programs. Different species of bivalve molluscs and fishes
have been used as biomonitoring organisms (Blasco et al.,
2003), and biochemical methods (enzymatic activities, lysos-
omes, lipid peroxidation, stress proteins, metallothionein,
cytochrome P450, etc.) and cell approximations, among others,
have been used as biomarkers (Moore, 1985; Cajaraville et al.,
1990, 2000; Soto and Marigómez, 1995; Marigómez et al.,
1995; Bernet et al., 1999; Blasco et al., 1999, 2003; Sarasquete
and Segner, 2000; Sarasquete and Gutiérrez, 2004).

Histology (Capeta da Silva, 1997; Ortiz-Delgado et al.,
1999; Arellano et al., 1999, 2001; Cargnin-Ferreira et al.,
2003; Arufe et al., 2004; Hampel et al., 2004), together with
specific histochemical and immunocytochemical methods
(Arellano et al., 1999, 2001; Sarasquete and Segner, 2000;
Ortiz-Delgado and Sarasquete, 2004), allow the identification
of tissue damage and of subcellular distribution and induction
of specific biomarkers in target tissues.

Copper is an essential trace element for all living organ-
isms. It forms part of the structure of more than 30 enzymes
and of other molecules (oxidases, hydrolases, hemocianine,
metallothioneins, etc.) (Harris, 1991). Nevertheless, depending
on the species, certain concentrations of copper can be toxic to
organisms, producing significant physiological and histopatho-
logical alterations (Sarasquete et al., 1992, 1997; Arellano et
al., 1999; Ortiz-Delgado et al., 1999).

Different species of bivalve molluscs (e.g., Crassostrea
angulata, Scrobicularia plana, Venerupis sp. and Mytilus sp.)
have been used as biomonitors of aquatic pollution (Blasco et
al., 1993, 1999, 2003; Díaz-Méndez et al., 1998; López-Barea
and Pueyo, 1998; DelValls et al., 1999; Cajaraville et al.,
2000). Bivalves are suitable indicators of in situ environmental
contamination because they possess the following characteris-
tics: they are sedentary organisms, abundant, show high
bioaccumulation capacity, have a long life span, and are easily
handled and acclimated to experimental conditions.

The oyster Crassostrea angulata Lamarck, 1819 is an
important bivalve mollusc in the Spanish South Atlantic
region, from both an ecological and commercial point of view.
The high concentrations of copper often found in oysters
(Galtsoff, 1964; Establier, 1977; George et al., 1978; Capeta da
Silva, 1997; Blasco et al., 1999), compared with other bivalves

of some primary tubules and dilation of the digestive ducts occurred in organisms exposed to 600 µg L–1 Cu2+. The heart of oysters
exposed to copper showed thinning of the epithelium of the auricles and ventricle and an increase in brown cells on the walls of
the auricles, as well as connective tissue destruction in the auricles and ventricle.

Key words: accumulation, histopathological alterations, copper, Crassostrea angulata.
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comercial. Las altas concentraciones de cobre que, a menudo,
presentan los ostiones (Galtsoff, 1964; Establier, 1977; George
et al., 1978; Capeta da Silva, 1997; Blasco et al., 1999) en rela-
ción a otros bivalvos (Establier, 1977; Blasco et al., 2003)
puede ser explicada por la gran capacidad que posee esta espe-
cie para acumular cobre en sus diferentes compartimentos
celulares, neutralizar sus efectos tóxicos, y excretar/eliminar el
contaminante mediante diferentes estrategias fisiológicas
(López-Artíguez et al., 1989; Cheung y Wong, 1992; Capeta da
Silva, 1997; Sarasquete et al., 1997; Rodríguez de la Rua,
1999). Aunque precisamente por estas características (biodis-
ponibilidad, biomagnificación, concentraciones ambientales,
etc.) algunos autores desaconsejan su uso como bioindicado-
res, trabajos recientes (DelValls et al., 1999) realizados
experimentalmente mediante transplantes, ponen de manifiesto
un incremento de la acumulación de metales con el tiempo de
exposición, y con la concentración ambiental, sugiriendo la
adecuada utilidad del ostión en programas de biomonitoriza-
ción ambiental.

El objetivo de este trabajo fue estudiar las alteraciones
histopatológicas en branquias, glándula digestiva y corazón de
ejemplares de C. angulata expuestos a concentraciones
subletales de cobre (200 y 600 µg L–1 Cu2+) y determinar la
cinética de acumulación de cobre en estos órganos, teniendo
en cuenta el tiempo de exposición al contaminante (de 2 a
30 días), con el fin de establecer la relación toxicidad-
bioacumulación.

Material y métodos

Los ejemplares de ostión C. angulata utilizados (peso
fresco: 9.94 ± 0.36 g; longitud máxima: 3.37 ± 0.11 cm) fueron
recogidos en el medio natural en salinas de la Bahía de Cádiz
(Sancti Petri, Chiclana), en zonas alejadas de fuentes de
contaminación (Garrido, 2002).

Hasta el momento de su utilización, los ostiones se
mantuvieron en acuarios de cristal, con un flujo de agua de mar
convenientemente aireada. Tras una semana de aclimatación,
se expusieron durante 30 días a cobre (200 y 600 µg L–1 Cu2+)
en acuarios de 10 L, renovando 0.66 del volumen de agua cada
24 h. De forma paralela se mantuvieron ejemplares control.
Durante los días 2, 7, 15 y 30, se recogieron muestras de cada
grupo experimental (n = 10) para el análisis cuantitativo de
cobre y estudios histopatológicos. Durante todo el período
experimental, los ejemplares fueron alimentados con microal-
gas (Tetraselmis chuii y Nannochloropsis gaditana). Las
condiciones del agua durante el periodo experimental han sido:
temperatura 18–20ºC, pH 8.2 y 8.3, y salinidad 35.

Para la determinación de las alteraciones histopatológicas,
las muestras (branquias, glándula digestiva y corazón)
previamente fijadas en formol tamponado con fosfatos 0.1 M
(pH 7.2) se incluyeron en parafina y se tiñeron con hematoxi-
lina-eosina y hematoxilina/VOF (Verde Luz, Orange G y
Fucsina Ácida) (Gutiérrrez, 1967). Por otro lado, las branquias

(Establier, 1977; Blasco et al., 2003), can be explained by their
great capacity to accumulate this metal in different cellular
compartments, neutralize its toxic effects and excrete/eliminate
the pollutant through diverse physiological strategies (López-
Artíguez et al., 1989; Cheung and Wong, 1992; Capeta da
Silva, 1997; Sarasquete et al., 1997; Rodríguez de la Rua,
1999). Though some authors advise against using them as
bioindicators precisely because of these characteristics (bio-
availability, biomagnification, environmental concentrations,
etc.), recent experimental transplant studies (DelValls et al.,
1999) have shown an increase in the accumulation of metals
with exposure time and with environmental concentration, sug-
gesting the usefulness of oysters in biomonitoring programs.

This study aimed to determine the histopathological altera-
tions in the gills, digestive gland and heart of C. angulata
specimens exposed to sublethal concentrations of copper (200
and 600 µg L–1 Cu2+), and to determine the kinetics of copper
accumulation in these organs, taking into consideration the
time of exposure to the pollutant (from 2 to 30 days), in order
to establish the relation between toxicity and bioaccumulation.

Materials and methods

Specimens of the oyster C. angulata (wet weight: 9.94 ±
0.36 g; maximum length: 3.37 ± 0.11 cm) were collected from
the natural environment, from salt beds in Cádiz Bay (Sancti
Petri, Chiclana), in areas far from polluting sources (Garrido,
2002).

The oysters were first kept in glass aquaria with aerated
flowing seawater. After one week of acclimation, they were
then exposed for 30 days to copper concentrations (200 and
600 µg L–1 Cu2+) in 10-L aquaria, renewing 0.66 of the water
volume every 24 h. Control specimens were maintained con-
currently. On days 2, 7, 15 and 30 of the experiment, samples
were collected from each group (n = 10) for the quantitative
analysis of copper and histophathological studies. The
specimens were fed microalgae (Tetraselmis chuii and
Nannochloropsis gaditana) throughout the experimental
period. Water conditions during the experiment were: tempera-
ture 18–20ºC, pH 8.2 and 8.3, and salinity 35.

To determine the histopathological alterations, the samples
(gills, digestive gland and heart) previously fixed in 0.1 M
phosphate-buffered formol (pH 7.2) were placed in paraffin
and stained with hematoxilin-eosin and hematoxilin-VOF
(Verde Luz, Orange G and Acid Fuchsin) (Gutiérrrez, 1967).
On the other hand, the gills were fixed in 2.5% sodium
cacodylate-buffered glutaraldehyde (0.1 M), followed by the
postsettlement, dehydration, drying and coating of the samples
according to Bozzola and Russel (1992), for observation under
a scanning electron microscope.

The tissue samples were digested according to the method
described by Amiard et al. (1987). Concentrated HNO3 is
added to one aliquot of dry tissue (0.1–0.2 g dry weight),
which is then placed in a heating block at 95ºC for 1 h. Subse-
quently, the samples are leveled to a final volume of 5 mL.
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fueron fijadas en glutaraldehído al 2.5% tamponado con
cacodilato de sodio (0.1 M), procediéndose a la postfijación,
deshidratación, secado y recubrimiento de muestras según
Bozzola y Russel (1992), para la observación a microscopía
electrónica de barrido.

Las muestras de tejido fueron digeridas según la metodolo-
gía descrita por Amiard et al. (1987). A una alícuota de tejido
seco, con un peso seco entre 0.1 y 0.2 g, se le adicionó HNO3

concentrado, y se colocó en un bloque calefactor a 95ºC
durante 1 h. Posteriormente, las muestras se enrasaron a un
volumen final de 5 mL. El análisis se llevó a cabo por espectro-
fotometría de absorción atómica de llama (FAAS), y los
resultados se validaron mediante el empleo de material de
referencia (DORM1, NRC Canadá), mostrando una buena
concordancia (5.22 ± 0.33 y 5.45 µg g–1 peso seco) con los
valores certificados (Blasco et al., 1999, 2003).

El tratamiento estadístico se realizó mediante el programa
Statgraphics-plus 6.0, utilizándose la prueba múltiple de
Student-Newman-Keuls (95%).

Resultados

Alteraciones histopatológicas

Branquias

Las branquias del ostión, como de otras especies de bival-
vos (Galtsoff, 1964; Kennedy et al., 1996), están constituidas
por dos pares de láminas branquiales formadas por filamentos
ciliados, recubiertos por laminillas branquiales, dispuestas
paralelamente entre sí  (figs. 1, 2a).

Las laminillas branquiales presentan unas estructuras de
soporte denominadas varillas quitinosas y un epitelio ciliado
constituido por distintos tipos celulares. En la zona más alejada
de la base, donde se sitúan los cilios frontales, se encuentran
células de tamaño uniforme, relativamente pequeñas y ciliadas.
A cada lado de estas células existe una célula laterofrontal con
un cirro. Las células latero-frontales son grandes y tienen un
pequeño núcleo situado basalmente. A continuación, avan-
zando hacia la base de las laminillas, se observan mucocitos y
un tipo de células grandes con cilios laterales.

En las branquias de ostiones expuestos a 200 µg L–1 de
cobre durante 30 días, con una concentración en el tejido de
784 µg g–1 peso seco, se observa desorganización del epitelio e
infiltración hemocitaria a nivel del tejido conjuntivo. En los
filamentos branquiales se detecta una alteración de las
porciones apicales de los cilios (figs. 1, 2b) y una pérdida de la
ciliatura. En los ejemplares sometidos a concentraciones de
600 µg L–1 Cu2+ a partir de los 15 días de exposición, la con-
centración en el tejido fue de 1650 µg g–1 peso seco. Se
observa además hiperplasia, fusión y pérdida de laminillas
branquiales (fig. 2c). En consecuencia, en los tejidos se detecta
un incremento del daño celular cuanto mayor es la acumula-
ción de cobre.

Flame atomic absorption spectrophotometry (FAAS) was used
for the analysis and the results were validated using reference
material (DORM1, NRC Canada), showing good agreement
(5.22 ± 0.33 and 5.45 µg g–1 dry weight) with the certified val-
ues (Blasco et al., 1999, 2003).

For the statistical treatment of the data, the Statgraphics-
plus 6.0 program was used, applying the Student-Newman-
Keuls (95%) test.

Results

Histopathological alterations

Gills

The gills of oysters, like those of other bivalves (Galtsoff,
1964; Kennedy et al., 1996), are composed of two pairs of
lamellae formed by ciliated filaments, covered by smaller gill
lamellae, arranged parallel to one another  (figs. 1, 2a).

Gill lamellae have support structures called chitinous rods
and a ciliated epithelium composed of different types of cells.
In the part farthest from the base, where the frontal cilia are
located, relatively small and ciliated cells of uniform size are
found. A laterofrontal cell with a cirrus occurs on either side of
these cells. The laterofrontal cells are large and have a small,
basally situated nucleus. Advancing towards the base, muco-
cytes and a type of large cells with lateral cilia are observed.

In the gills of oysters exposed to 200 µg L–1 Cu2+ for
30 days, with a tissue concentration of 784 µg g–1 dry weight,
there is epithelium disorganization and hemocyte infiltration
around the conjunctive tissue. The gill filaments show altera-
tion of the apical portions of the cilia (figs. 1, 2b) and a loss of
ciliature. In specimens exposed to 600 µg L–1 Cu2+, after
15 days the tissue concentration was 1650 µg g–1 dry weight.
Hyperplasia is also observed, as well as lamellar fusion and
loss (fig. 2c). Consequently, the tissues show increased cell
damage with greater accumulation of copper.

Digestive gland

The digestive gland or hepatopancreas of C. angulata, like
that of other ostreids (Galtsoff, 1964; Cargnin-Ferreira et al.,
2003), is the large compact mass surrounding the stomach and
most of the intestine. Food particles are selected in the stomach
through the primary ducts/tracts that divide into multiple sec-
ondary ducts and end in masses of blind tubules or digestive
diverticula  (fig. 3a).

The digestive ducts appear rounded with irregular lumen
entering and exiting, like a star, with an epithelium composed
of a ciliated area and a non-ciliated one. The digestive tubules
are formed by two types of easily-differentiated cells: the
digestive cells, which are columnar, have a well-developed
lysosomal digestive system and participate in the intracellular
digestion; and the basophile cells, which are triangular, have an
abundant rugose endoplasmatic reticulum and are related to
protein synthesis.



De la Rua et al.: Alteraciones histopatológicas inducidas por cobre en el ostión

459

Glándula digestiva

La glándula digestiva o hepatopancreas de C. angulata,
como la de otros ostreidos (Galtsoff, 1964; Cargnin-Ferreira et
al., 2003), es la gran masa compacta que rodea al estómago y a
gran parte del intestino. Las partículas alimenticias son selec-
cionadas en el estómago a través de los ductos/conductos
primarios que se ramifican en múltiples conductos secundarios
y finalizan en masas de túbulos ciegos o divertículos digestivos
(fig. 3a).

Los conductos digestivos presentan una forma externa
redondeada con una luz irregular con entrantes y salientes, de
forma estrellada, con un epitelio constituido por una zona
ciliada y otra no ciliada. Los túbulos digestivos están formados
por dos tipos celulares fácilmente diferenciables entre sí: las
células digestivas, columnares, con un sistema lisosómico

Different histopathological alterations are observed in the
digestive gland of oysters exposed to copper. The supporting
connective tissue of specimens after 30 days of exposure
(770 µg g–1 dry weight) to 200 µg L–1 Cu2+ shows hemocyte
infiltration and an increase in brown cells, which are scarce in
the control specimens. Oysters exposed to 600 µg L–1 Cu2+

show, after 7 days (638 µg g–1 dry weight), thinning of the
digestive gland epithelium and occlusion in the lumen of some
digestive diverticula (fig. 3b). Some specimens also show focal
necrosis of conjuntive tissue cells that, in some cases, ends in

Figura 1. Secciones de branquias de ejemplares tratados con cobre (200
µg L–1), a microscopía electrónica de barrido (MEB), donde se detecta: (a)
alteración de los filamentos branquiales en las porciones apicales de los
cilios (*) (× 4500) y (b) pérdida de la ciliatura (× 850).
Figure 1. Gill sections of specimens exposed to copper (200 µg L–1), under
scanning electron microscope, showing: (a) alteration of the gill filaments in
the apical portions of cilia (*) (× 4500) and (b) loss of cilia (× 850).

Figura 2. Secciones histológicas de branquias de Crassostrea angulata.
(a) Estructura de branquias de un organismo control, mostrando filamentos
(F) y laminillas branquiales (a). (b) Branquias de organismos expuestos
durante 30 días a 200 µg L–1 Cu2+, donde se observa vacuolización,
descamación, pérdida de las células epiteliales ( ) e hipertrofia de la
porción final de las laminillas (*). (c) Branquias de ejemplares expuestos
durante 15 días a concentraciones de 600 µg L–1 Cu2+ donde se observa
pérdida de su estructura regular y fusión de laminillas branquiales (f).
Hematoxilina-eosina.
Figure 2. Histological sections of gills of Crassostrea angulata. (a) Gill
structure of a control organism, showing filaments (F) and lamellae (a). (b)
Gills of organisms exposed for 30 days to 200 µg L–1 Cu2+, showing
vacuolation, desquamation, loss of epithelial cells ( ) and hypertrophy of
the end portion of the lamellae (*). (c) Gills of specimens exposed for 15
days to 600 µg L–1 Cu2+, showing loss of the regular structure and lamellar
fusion (f). Hematoxilin-eosin.
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digestivo muy desarrollado, las cuales participan en la
digestión intracelular del alimento, y las células basófilas,
triangulares, con abundante retículo endoplasmático rugoso y
relacionadas con la síntesis de proteínas.

En la glándula digestiva de ostiones expuestos a cobre se
observan diferentes alteraciones histopatológicas. En el tejido
conectivo de soporte de los ejemplares sometidos a 200 µg L–1

de cobre, a los 30 días de exposición (770 µg g–1 peso seco) se
observó una infiltración hemocitaria y un aumento de células
marrones (brown cells), las cuales son escasas en los ejempla-
res control. En los ostiones expuestos a 600 µg L–1 de cobre, a
partir de los 7 días de exposición (638 µg g–1 peso seco) se
observa un adelgazamiento del epitelio de la glándula digestiva
y oclusión en la luz de algunos divertículos digestivos (fig. 3b).
En algunos ejemplares se observa, además, una necrosis focal
de células del tejido conjuntivo que, en algunos casos, finaliza
con una necrosis masiva del tejido conectivo de soporte. En el
sistema vascular se observa una obstrucción de la luz de algu-
nos vasos, la cual es invadida por numerosos hemocitos.
Conforme aumenta el tiempo de exposición al cobre, y por
tanto un incremento de la concentración en los tejidos, se
observa un incremento en el número de células basófilas de los
túbulos digestivos (fig. 3b).

Corazón

La histofisiología del corazón de ostreidos ha sido amplia-
mente descrita (Galtsoff, 1964; Kennedy et al., 1996). De
forma similar, en C. angulata, el corazón está constituido por
un ventrículo y dos aurículas. El ventrículo, más grande y volu-
minoso, presenta sus paredes constituidas por un armazón de
gruesas fibras musculares rodeadas por tejido conjuntivo. La
superficie externa del ventrículo está cubierta por una capa de
tejido epitelial constituido por delgadas células que presentan
núcleos visibles. Las paredes de las aurículas, más finas y
claras que las del ventrículo, también están formadas por un
armazón de tejido conjuntivo. Las aurículas están recubiertas
externamente por un alto epitelio columnar.

Las alteraciones histológicas observadas en el corazón
aumentan progresivamente con la concentración de cobre y
con el tiempo de exposición. En general, se observa un adelga-
zamiento del epitelio de las aurículas, del ventrículo y un
incremento de las células marrones en las paredes de las aurí-
culas, así como una distensión de las fibras musculares y
necrosis del tejido conectivo de soporte, tanto en las aurículas
(fig. 4) como en el ventrículo. En los ostiones expuestos a
cobre (200 y 600 µg L–1), el incremento de celulas marrones es
paralelo y progresivo con el tiempo de exposición.

Acumulación de cobre

En las figuras 5 y 6 se muestran los niveles de cobre en las
branquias y glándula digestiva de ejemplares de C. angulata
control y sometidos a 200 y 600 µg L–1 Cu2+. Debido a la esca-
sez de muestras de corazón y ante la imposibilidad de disponer

massive necrosis of the supporting connective tissue. Obstruc-
tion in the lumen of some vessels, invaded by numerous
hemocytes, is observed in the vascular system. As the time of
exposure to copper increases and there is greater tissue concen-
tration, an increase is observed in the number of basophile cells
of the digestive tubules (fig. 3b).

Heart

The histophysiology of the heart of ostreids has been
extensively described (Galtsoff, 1964; Kennedy et al., 1996).
The heart of C. angulata is composed of one ventricle and two
auricles. The ventricle is larger and more voluminous, and its
walls consist of a frame of thick muscular fibres, surrounded
by conjunctive tissue. The external surface of the ventricle is
covered by a layer of epithelial tissue consisting of thin cells

Figura 3. Cortes histológicos de glándula digestiva de Crassostrea
angulata. Hematoxilina-eosina. (a) Glándula digestiva de un organismo
control compuesta por túbulos o divertículos digestivos (t) y conductos
digestivos (d). (b) Ejemplares expuestos durante 7 días a 600 µg L–1 Cu2+,
donde se observa oclusión en la luz de algunos divertículos digestivos
(→), y adelgazamiento del epitelio de los conductos digestivos (*).
Figure 3. Histological cuts of the digestive gland of Crassostrea angulata.
Hematoxilin-eosin. (a) Digestive gland of a control organism composed of
digestive tubules or diverticula (f) and digestive ducts (d). (b) Specimens
exposed for 7 days to 600 µg L–1 Cu2+, showing occlusion in the lumen of
some digestive diverticula (→), and thinning of the epithelium of the
digestive ducts (*).
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de replicados, no se presentan los datos de acumulación de
cobre en el corazón.

Branquias

En las branquias, tanto de ejemplares sometidos a 200
µg L–1 Cu2+ como a 600 µg L–1 Cu2+, se observan diferencias
significativas en los niveles de cobre acumulados (P < 0.005),
siendo el incremento de cobre progresivo con el tiempo de

with visible nuclei. The walls of the auricles are finer and
clearer than those of the ventricle and also consist of a frame of
conjunctive tissue. The auricles are externally covered by a
high columnar epithelium.

The histological alterations observed in the heart increase
progressively as the copper concentration and exposure time
increase. In general, there was thinning of the auricular and
ventricular epithelium, an increase in the brown cells of the
auricular walls, as well as distension of the muscular fibres
and necrosis of the supporting connective tissue, both in the
auricles (fig. 4) and the ventricle. In oysters exposed to 200 and
600 µg L–1 Cu2+, the increase in brown cells is progressive and
concurrent with exposure time.

Copper accumulation

Figures 5 and 6 show the levels of copper in the gills and
digestive gland of the C. angulata specimens used as control
and those exposed to 200 and 600 µg L–1 Cu2+. Due to the lack
of heart samples and replicates, the data on copper accumula-
tion in the heart are not presented.

Gills

Significant differences were observed in the levels of
copper accumulated in the gills of specimens exposed to both
200 and 600 µg L–1 of this metal (P < 0.005), the levels
increasing progressively with exposure time (fig. 5). The
highest levels, however, were observed in the organisms
exposed to 600 µg L–1 Cu2+, with concentrations of about
2200 µg g–1 dry weight after 30 days of exposure. The copper
levels in the control specimens were <500 µg g–1. A decrease
was observed in the rate of bioconcentration (BCr)tissue, defined

Figura 4. Corte histológico de corazón de ejemplares de Crassostrea
angulata expuestos a una concentración de cobre de 600 µg L–1 durante
30 días. Detalle del epitelio de la aurícula donde se ponen de evidencian
las células marrones (bc) . Hematoxilina-eosina.
Figure 4. Histological cut of the heart of Crassostrea angulata exposed to
600 µg L–1 Cu2+ for 30 days. Detail of the epithelium of the auricle showing
the brown cells (bc). Hematoxilin-eosin.

Figura 5. Concentración de cobre (n = 10) en branquias de ejemplares
control y expuestos a 200 y 600 µg L–1 Cu2+. Los resultados se expresan
como µg g–1 peso seco.
Figure 5. Concentration of copper (n = 10) in gills of control specimens and
organisms exposed to 200 and 600 µg L–1 Cu2+. The results are given in
µg g–1 dry weight.

Figura 6. Concentración de cobre (n = 10) en glándula digestiva de
ejemplares control y expuestos a 200 y 600 µg L–1 Cu2+. Los resultados se
expresan como µg g–1 peso seco.
Figure 6. Concentration of copper (n = 10) in the digestive gland of control
specimens and organisms exposed to 200 and 600 µg L–1 Cu2+. The
results are given in µg g–1 dry weight.
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exposición (fig. 5). Por otra parte, los mayores niveles de cobre
se observaron en los organismos expuestos a concentraciones
de 600 µg L–1 Cu2+, obteniéndose concentraciones alrededor de
2200 µg g–1 de peso seco a los 30 días de exposición. Los nive-
les de cobre en los ejemplares control han sido <500 µg g–1. La
tasa de bioconcentración (BCr)tejido, definida como la diferencia
entre la concentración en el tejido (Ct) a una concentración de
exposición a tiempo t y la concentración media del control
( ) a lo largo del experimento, dividida por el tiempo de
exposición,

disminuyó y sus valores variaron en el intervalo entre 392 y 57
µg g–1 d–1  en las branquias.

Glándula digestiva

En la glándula digestiva los resultados obtenidos muestran
un incremento de los niveles de cobre, al aumentar la
concentración y el tiempo de exposición, observándose con-
centraciones de cobre de 880 µg g–1 peso seco a los 30 días de
exposición en ostiones expuestos a 600 µg L–1 Cu2+, siendo los
niveles de cobre en ejemplares control de 340 µg g–1 peso seco.
En la glándula digestiva, la tasa de acumulación varió entre
133 y 18 µg g–1 d–1.

Discusión

La gran capacidad que presentan los ostreidos para acumu-
lar cobre en sus tejidos les confiere, cuando la concentración
supera valores umbrales, un ligero y característico olor metá-
lico y una fuerte coloración verde, principalmente en manto y
branquias (Establier, 1977; George et al., 1978; Sarasquete et
al., 1997). Según diferentes autores (Establier, 1977; López-
Artíguez et al., 1989; Bou-Olayan et al., 1995; Sarasquete et
al., 1997; Blasco et al., 2003) estos bivalvos pueden acumular
metales en sus órganos/tejidos en proporción paralela al grado
de contaminación ambiental.

En vertebrados e invertebrados acuáticos las branquias son
los órganos directamente expuestos y los más susceptibles a las
variaciones ambientales, siendo por ello un órgano diana para
diferentes contaminantes (Cheung y Wong, 1992; Arellano et
al., 1999, 2001). Las branquias, además, constituyen el princi-
pal órgano implicado en la respiración, manteniendo una
corriente constante; filtrando el agua y recolectando y rete-
niendo partículas alimenticias. Una vez que filtran el agua, las
partículas atrapadas son absorbidas por el mucus branquial. Si
estas partículas atrapadas han estado expuestas a metales, el
tejido branquial mostrará un alto contenido de dichos contami-
nantes (Cheung y Wong, 1992).

Aunque el factor de bioconcentración y bioacumulación
(BCF/BAF) del organismo entero se emplea como un criterio
para clasificar el riesgo, éste no es adecuado en el caso de los

C0

BCr[ ]tejido

Ct C0–
t

------------------≈

as the concentration in the tissue at an exposure concentration
(Ct) at time t minus the mean concentration of the control ( )
throughout the experiment, divided by the exposure time:

The values for the gills ranged from 392 to 57 µg g–1 d–1.

Digestive gland

The results obtained for the digestive gland show increased
copper levels with increased concentration and exposure time.
Specimens exposed to 600 µg L–1 Cu2+ showed concentrations
of 880 µg g–1 dry weight on day 30 of the experiment, whereas
the levels in the control specimens were 340 µg g–1 dry weight.
The rate of accumulation in the digestive gland ranged from
133 to 18 µg g–1 d–1.

Discussion

As a result of the great ability of oysters to accumulate
copper in their tissues, when the concentration exceeds some
threshold values, they attain a slight and characteristic metallic
odour and a strong green colour, mainly in the mantle and gills
(Establier, 1977; George et al., 1978; Sarasquete et al., 1997).
According to several authors (Establier, 1977; López-Artíguez
et al., 1989; Bou-Olayan et al., 1995; Sarasquete et al., 1997;
Blasco et al., 2003), these bivalves can accumulate metals in
the organs/tissues at a similar proportion to the degree of envi-
ronmental contamination.

In aquatic vertebrates and invertebrates, the gills are the
organs directly exposed and the most susceptible to environ-
mental variations; hence, they are a target tissue for different
pollutants (Cheung and Wong, 1992; Arellano et al., 1999,
2001). Moreover, the gills are the main organ involved in respi-
ration, maintaining a constant current, filtering the water and
collecting and retaining food particles. Once the water is fil-
tered, the trapped food particles are absorbed by the gill mucus.
If these trapped particles have been exposed to metals, the gill
tissue will show a high content of these contaminants (Cheung
and Wong, 1992).

Though the bioconcentration and bioaccumulation factor
(BCF/BAF) of the whole organism is used as criterion to
classify the risk, it is not suitable in the case of metals because
they are higher at lower concentrations and lower at higher
concentrations (McGeer et al., 2003). The gills and digestive
gland showed a different behaviour: in the former, BCF was
higher when the concentration was higher, whereas in the
latter, the BCF value decreased as the concentration increased.
Therefore, a relation between BCF and toxicity cannot be
established. This behaviour probably occurs because equilib-
rium conditions have not been attained in the gills and the
processes of incorporation are more active than those of

C0

BCr[ ]tissue

Ct C0–
t

------------------≈
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metales, ya que éstos son más elevados a concentraciones bajas
y menores a concentraciones más altas (McGeer et al., 2003).
Las branquias y la glándula digestiva presentaron un comporta-
miento diferente; en las branquias BCF era mayor cuando la
concentración era más elevada, mientras que en la glándula
digestiva el valor de BCF disminuía al incrementar la concen-
tración. Por tanto, no se puede establecer una relación entre
BCF y toxicidad. Este comportamiento puede ser consecuencia
de que en las branquias no se han alcanzado las condiciones de
equilibrio, y los procesos de incorporación son más activos que
los de eliminación. En ambos tejidos, BCr mostró un descenso,
lo que implica que hay una fase inicial, correspondiente al
periodo de una semana, donde a la menor concentración
ensayada se produce una tasa de acumulación más elevada y
constante, mientras que después se produce un descenso. En
cambio, a concentraciones elevadas de cobre, el descenso en la
tasa de eliminación es continuado. La presencia de transporta-
dores específicos de membrana para este metal ha sido
señalada por Percival y Harris (1990). La acumulación de
cobre en Crassostrea virginica se encuentra condicionada por
la presencia de otros metales; así en presencia de Cd, la acumu-
lación de Cu es menor. La elevada concentración de cobre que
se encuentra en las ostras, parece que es consecuencia de la
falta de mecanismos eficaces de eliminación (Engel, 1999).

En las branquias de C. angulata expuestas a 200 y 600
µg L–1 de cobre se observó, mediante microscopía electrónica
de barrido, una dilatación y engrosamiento en la porción apical
de los cilios en forma de raqueta. Durfort et al. (1990) han des-
crito alteraciones ciliares similares en las branquias de almejas,
Tapes decussatus parasitadas por Perkinsus sp. Blasco et al.
(1997), en las branquias de ejemplares de Ruditapes
philippinarum expuestos al tensioactivo aniónico (alquilben-
ceno sulfonato lineal, LAS) observaron descamación del
epitelio branquial y signos de reacción inflamatoria con
infiltración de hemocitos; alteraciones que relacionaron con
una respuesta del organismo a los efectos estresantes e
irritantes del LAS.

En la glándula digestiva de ejemplares de C. angulata
expuestos a concentraciones subletales de cobre se producen
diferentes alteraciones que se incrementan, de forma general,
con la concentración y con el tiempo de exposición al contami-
nante. Entre las alteraciones observadas destacan: un aumento
del número de células marrones; adelgazamiento del epitelio
de la glándula digestiva; oclusión en la luz de algunos divertí-
culos; dilatación de los conductos digestivos e incremento del
número de células basófilas de los túbulos digestivos.
Cajaraville et al. (1990) señalaron que la variación de células
basófilas era un buen biomarcador celular de exposición a con-
taminantes orgánicos. Moore (1988), en la glándula digestiva
de Mytilus edulis sometidos a contaminación por hidrocarburos
policíclicos aromáticos (PAHs), observó un incremento de
células marrones y una dilatación y degeneración de los túbu-
los digestivos. Por otra parte, en el epitelio de la glándula
digestiva de ejemplares de M. edulis contaminados por PCBs,
PAHs y metales, Lowe (1988) observó un incremento de

elimination. In both tissues, BCr decreased, indicating that
there is an initial phase, corresponding to a one-week period,
during which the rate of accumulation is higher and constant at
the lowest concentration tested, and then it decreases. At high
copper concentrations, however, the decrease in the rate of
elimination is continuous. The presence of specific membrane
transporters for this metal have been reported by Percival and
Harris (1990). The accumulation of copper in Crassostrea
virginica is conditioned by the presence of other metals, so in
the presence of cadmium, copper is lower. The high concentra-
tion of copper found in oysters seems to be related to the lack
of efficient mechanisms of elimination (Engel, 1999).

Scanning electron microscopy of the gills of C. angulata
exposed to 200 and 600 µg L–1 Cu2+ showed dilation and
thickening of the apical portion of racket-shaped cilia. Durfort
et al. (1990) described similar alterations of the cilia in the gills
of the clam Tapes decussatus parasitized by Perkinsus sp. In
the gills of Ruditapes philippinarum specimens exposed to an
anionic surfactant, linear alkylbenzene sulphonate (LAS),
Blasco et al. (1997) observed desquamation of the gill
epithelium and signs of inflammatory reaction with hemocyte
infiltration, alterations associated with a response of the
organism to the stressing and irritating effects of LAS.

In the digestive gland of C. angulata specimens exposed to
sublethal copper concentrations, different alterations are pro-
duced that, in general, increase with the concentration and time
of exposure to the contaminant. The most notable alterations
observed were an increase in the number of brown cells,
thinning of the epithelium, occlusion in the lumen of some
diverticula, dilation of the digestive ducts and an increased
number of basophile cells of the digestive tubules. Cajaraville
et al. (1990) indicated that the variation of basophile cells was
a good cellular biomarker of exposure to organic pollutants. In
the digestive gland of Mytilus edulis exposed to contamination
by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), Moore (1988)
observed an increase in brown cells and dilation and degenera-
tion of the digestive tubules. On the other hand, in the
epithelium and digestive gland of M. edulis specimens contam-
inated by PCBs, PAHs and metals, Lowe (1988) recorded an
increase in lipids and associated it with an increase in second-
ary lysosomes. Lipid variations/lipid peroxidation and changes
in the activity of lysosomal enzymes have been observed in
different species of bivalves exposed to copper and cadmium
(Sarasquete et al., 1992), as well as in specimens of the
toadfish Halobatrachus didactylus exposed to sublethal
concentrations of lead (Campana et al., 2003).

The digestive gland of C. angulata shows copper accumu-
lation as the concentration and exposure time increase. Lower
concentrations of copper were found in the digestive gland
than in the gills, possibly because the former has more efficient
mechanisms to eliminate the metals, such as neutralization/
excretion/elimination (via digestive lysosomes and/or residual
bodies, metallothioneins, faeces, urine, etc.) (Cheung and
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lípidos que relacionó con un aumento de lisosomas secunda-
rios. Variaciones lipídicas/peroxidación lipídica y cambios en
la actividad de enzimas lisosomales han sido observados en
diferentes especies de bivalvos expuestos a cobre y cadmio
(Sarasquete et al., 1992), así como en ejemplares del pez sapo,
Halobatrachus didactylus, expuestos a concentraciones suble-
tales de plomo (Campana et al., 2003).

En la glándula digestiva de C. angulata se observa una acu-
mulación de cobre conforme aumenta la concentración y el
tiempo de exposición, observándose menores concentraciones
de cobre en la glándula que en branquias, debido posiblemente
a que la glándula digestiva presenta mecanismos más eficaces
para eliminar los metales como neutralización/excreción/
eliminación (vía lisosomas digestivos y/o cuerpos residuales,
metalotioneínas, heces, orina, etc.) (Cheung y Wong, 1992;
Dallinger, 1995; Marigómez et al., 1995). Sin embargo,
Duquense y Coll (1995), en almejas Tridacna crocea expuestas
a cobre observaron las mayores concentraciones de este metal
en la glándula digestiva. Los mecanismos de incorporación,
acumulación y eliminación de metales son específicos de las
especies, las cuales parecen disponer de diferentes estrategias
para la eliminación y/o disminución de la concentración metá-
lica tóxica en el interior del organismo (Cheung y Wong, 1992;
Dallinger, 1995).

En ejemplares de ostión expuestos a cobre, se detecta un
incremento de células marrones en la glándula digestiva y
corazón, como observaron Galtsoff (1964) y Zaroogian y
Yevich (1993) en C. virginica. En el interior de estas células
que muestran actividad lisosomal se han observado gránulos de
lipofuschina, residuos de cistina y cisteina, etc. (Capeta da
Silva, 1997; Sarasquete et al., 1997). Las células marrones
constituyen la primera línea de defensa para la degradación y
desintoxicación de los metales pesados (Zaroogian y Yevich,
1993). Sarasquete et al. (1997), en ejemplares de C. angulata
con una intensa coloración verde, observaron numerosas célu-
las marrones en la pared de las aurículas y dispersas por el
tejido conjuntivo. El número de estas células marrones se
incrementa cuando el organismo es sometido a determinados
agentes patógenos y/o agresiones ambientales (Gutiérrez,
1977).

En el corazón de los ostiones expuestos a diferentes con-
centraciones subletales de cobre (200 y 600 µg L–1 Cu2+) se
observa un incremento de células marrones en las aurículas,
que además es superior en los ejemplares expuestos a las
mayores concentraciones de cobre (600 µg L–1 Cu2+). La elimi-
nación de cobre en diferentes moluscos bivalvos puede
realizarse, entre otros sistemas, a través de cuerpos residuales
que contienen lipofuscinas, a través del sistema macrófago, etc.
(Galsoff, 1964; George et al., 1978; Sarasquete et al., 1992).
En las ostras, las paredes de las aurículas se encuentran recu-
biertas por un alto epitelio columnar que contiene numerosas
células glandulares y pigmentadas y constituyen parte del
sistema excretor (Galtsoff, 1964; Kennedy et al., 1996). En
ejemplares de zonas relativamente contaminadas, la hemolinfa

Wong, 1992; Dallinger, 1995; Marigómez et al., 1995).
Duquense and Coll (1995) observed higher concentrations of
copper in the digestive gland of the clam Tridacna crocea. The
mechanisms of incorporation, accumulation and elimination of
metals depend on the species, which seem to have different
strategies to decrease and/or eliminate the toxic metallic
concentration from the organism (Cheung and Wong, 1992;
Dallinger, 1995).

An increase was observed in the number of brown cells in
the digestive gland and heart of oysters exposed to copper, as
was also detected in C. virginica by Galtsoff (1964) and
Zaroogian and Yevich (1993). Within these cells showing
lysosomal activity, lipofuchsin granules, cystine and cystein
residuals, etc., have been found (Capeta da Silva, 1997;
Sarasquete et al., 1997). The brown cells are the first line of
defense for degradation and detoxification of heavy metals
(Zaroogian and Yevich, 1993). In C. angulata specimens with
an intense green colour, Sarasquete et al. (1997) observed
numerous brown cells on the walls of the auricles and scattered
among the conjunctive tissue. The number of these brown cells
increases when the organism is exposed to certain pathogenic
agents and/or environmental aggresions (Gutiérrez, 1977).

The heart of oysters exposed to different sublethal concen-
trations of copper (200 and 600 µg L–1) shows an increase in
brown cells in the auricles, which was higher in the specimens
exposed to the higher concentration (600 µg L–1 Cu2+). Differ-
ent bivalve molluscs eliminate copper by diverse mechanisms,
such as through residual bodies containing lipofuchsins,
through the macrophage system, etc. (Galtsoff, 1964; George
et al., 1978; Sarasquete et al., 1992). In oysters, the walls of the
auricles are covered by a high columnar epithelium that con-
tains numerous glandular and pigmented cells, constituting part
of the excretory system (Galtsoff, 1964; Kennedy et al., 1996).
In specimens from relatively polluted areas, the hemolymph
flows through the auricles and comes into contact with the
brown cells where the contaminating material is absorbed,
passing inside the lysosomes where the detoxification process
occurs. In oysters from highly polluted areas, the brown cells
are overloaded and lysosomes abound within them (Zaroogian
and Yevich, 1993; Sarasquete et al., 1997). These cells are
probably lysed and their material is excreted through the walls
of the auricles towards the pericardial cavity. From here, the
detoxified material is filtered by the epithelial cells of the renal
tubules and is finally excreted through the urogenital pore
(Zaroogian and Yevich, 1993).

The results obtained in this work show the utility of using
histological approximation, together with analytical techniques
(quantification of pollutants), as a suitable tool to evaluate the
potential toxic effect of copper, as well as to explain the com-
plex, interspecific mechanisms involved in the processes of
accumulation/biomagnification, mobilization and detoxifica-
tion/excretion of metals among the different organs and target
tissues of bivalves, in general, and of the oyster C. angulata, in
particular.
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fluye a través de las aurículas, entra en contacto con las células
marrones donde se absorbe el material contaminante, pasando
al interior de los lisosomas, donde se realiza el proceso de
desintoxi-cación. En ostras que se encuentran en zonas alta-
mente contaminadas, las células marrones están sobrecargadas
y en su interior abundan las lisosomas (Zaroogian y Yevich,
1993; Sarasquete et al., 1997). Estas células son probablemente
lisadas y su material es excretado a través de las paredes de las
aurículas y hacia la cavidad pericárdica. Desde aquí, el mate-
rial desintoxicado es filtrado por las células epiteliales de los
túbulos renales, siendo finalmente excretado a través del poro
urogenital (Zaroogian y Yevich, 1993).

Los resultados de este trabajo ponen en evidencia la utili-
dad de usar aproximaciones histológicas, en combinación con
técnicas analíticas (cuantificación de contaminantes), como
herramienta adecuada para evaluar el potencial efecto tóxico
del cobre, así como para intentar explicar los complejos meca-
nismos, interespecíficos, implicados en los procesos de
acumulación/biomagnificación, movilización y desintoxica-
ción/excreción de metales entre los diferentes órganos y tejidos
diana de bivalvos en general y del ostión C. angulata, en
particular.
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