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Resumen

Se denomina imposex a la aparicion de caracteres sexuales secundarios en hembras de neogasterépodos producidos por la
exposicién a tributil-estafio (TBT). No existen hasta la fecha reportes de este fendmeno en el Caribe sur, donde habitan
poblaciones de gasterépodos marinos que son comestibles y explotados comercialmente. Con el fin de determinar si el
fenémeno de imposex afecta a poblaciones de gaster6podos, realizamos muestreos en diferentes zonas en Isla Margarita y la
zona continental de Venezuela con distintos niveles de actividad nautica. Las especies afectadas fueron Chicoreus brevifrons,
Chicoreus (Phylonotus) margaritensis y Leucozonia nasa; sin embargo, no se encontraron hembras con la vagina obstruida. Se
encontr6é imposex en una laguna costera con alta densidad de botes pintados con anti-incrustantes, mientras que en costas
abiertas y con bajo transito marino el fenémeno no fue observado. Una encuesta realizada con duefios de embarcaciones revel6
que el TBT no se utiliza desde dos a tres afios previos al presente estudio, pero ha sido reemplazado con otras pinturas anti-
incrustantes. Este es el primer reporte de imposex en Venezuela, pero se necesitan otros estudios utilizando los bioindicadores
identificados en este trabajo para determinar la dispersion de la contaminacién por TBT y sus implicancias bioldgicas en zonas
con transito marino.
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Abstract

The imposex phenomenon is a superimposition of male characters on gastropod females due to exposure to tributyltin
(TBT). There have been no previous reports of this phenomenon in the southern Caribbean, which is inhabited by some edible
and commercially exploited gastropod populations. To determine whether imposex is affecting some of these local gastropod
populations, surveys were conducted at several sites with different levels of boating activity around Margarita Island and on the
continental coast of Venezuela. The species affected were Chicoreus brevifrons, Chicoreus (Phylonotus) margaritensis and
Leucozonia nasa; however, no females with obstructed vagina were observed. Imposex was observed in a coastal lagoon and on
the coast at sites characterized by medium to high boat concentrations, but was not detected in open waters with low marine
traffic. A survey of local boat operators indicated that the use of TBT had stopped 2-3 years prior to this study and had been
replaced by regular application of other antifouling paints. This is the first report of imposex in Venezuela, but further studies
incorporating the bioindicators identified here are needed in order to determine the full extent of TBT contamination and the
biological implications in zones with marine traffic.
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Introduccion

Los gasterépodos gonocdricos presentan fecundacién
interna, transfiriendo los espermatozoides por cdpula o
espermatdforos (Gibbs y Bryan 1994). El término imposex fue
descrito por primera vez por Smith en 1971 como una superpo-
sicion de caracteres masculinos en hembras de gasterépodos
expuestas a tributil-estafio (TBT, por sus siglas en inglés), un
compuesto anti-incrustante utilizado en embarcaciones mari-
nas (Smith 1981, Bryan et al. 1986, Gibbs 1996). Uno de estos
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Introduction

Gonochoristic gastropods employ internal fertilization,
transferring sperm by either copulation or spermatophores
(Gibbs and Bryan 1994). The term imposex was first described
in 1971 by Smith as a superimposition of male characters on
gastropod females due to exposure to tributyltin (TBT), an
antifouling compound used in marine vessels (Smith 1981,
Bryan et al. 1986, Gibbs 1996). One such male character is the
development of a penis and a vas deferens, which may block
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caracteres es el desarrollo de un pene o un conducto deferente,
el cual puede bloquear el oviducto femenino causando esterili-
zacion y, en consecuencia, una disminucion de la poblacién de
gasterépodos en la zona expuesta (Oehlmann et al. 1996a).
Este fendmeno es ampliamente conocido en todo el mundo y
ha sido reportado para mas de 170 especies. Concentraciones
menores a 1 ng L de TBT en agua y sedimentos pueden
inducir imposex en neogasterépodos (Bryan et al. 1986). Se
han realizado biomonitoreos de poluciéon por TBT en aguas
costeras y mar abierto usando gasterépodos muricidos (Evans
y Nicholson 2000). En Sudamérica, el fenémeno de imposex
fue reportado por primera vez en Chile por Gooding et al.
(1999), en Brasil por Castro et al. (2000) y en Argentina por
Penchaszadeh et al. (2001). Estudios recientes hechos en las
costas del Atlantico y el Pacifico Sur confirmaron que la
presencia de imposex en una localidad esta relacionada con la
contaminacion por TBT en agua y/o sedimentos (Caetano y
Absalao 2002, Fernandez et al. 2002, Goldberg et al. 2004,
Bigatti y Penchaszadeh 2005, Bigatti y Carranza 2007). A
pesar de la amplia distribucion del fendmeno de imposex, no
existen reportes del mismo en el Caribe sur. A lo largo de la
costa venezolana se encuentran varios asentamientos de pesca-
dores, en particular en la costa este, la cual se caracteriza por
un sistema de surgencia altamente productivo (Penchaszadeh
et al. 2000). En estas localidades existen muchas embar-
caciones pintadas con productos anti-incrustantes y a su vez
poblaciones de gasterdpodos comestibles y explotados comer-
cialmente (Gémez 1999). Con la finalidad de determinar si el
fendmeno de imposex esté afectando alguna de estas poblacio-
nes locales de gasteropodos, muestreamos en un sitio en la
costa continental central y varios sitios alrededor de la Isla
Margarita en el este de Venezuela (fig. 1).

Material y métodos
Muestreo

Durante julio de 2004 se recolectaron especimenes de gas-
teropodos pertenecientes a las familias que figuran en la tabla
1. Los individuos fueron muestreados en la costa continental
en Playa Patanemo (fig. 1), una playa arenosa oceénica con una
Z0ona rocosa en su parte este, caracterizada por muy bajo tran-
sito marino. Los sitios muestreados en la Isla Margarita fueron
Laguna La Restinga, La Caracola y La Pared. La Laguna La
Restinga es una laguna costera caracterizada por una gran acti-
vidad ndutica y fondos de fango cubiertos con parches del alga
Thalassia testudinum, asi como extensas formaciones de man-
glares (ver Bigatti et al. 2005). La marina de Playa La Caracola
es un puerto deportivo con amarres para embarcaciones parti-
culares, en donde no transitan barcos pesqueros. En La Pared,
un sitio oceanico y expuesto en las costas exteriores de la isla,
se tomaron muestras en dos sitios, el primero fue el embarca-
dero usado por barcos de pesca con escasa profundidad v, el
segundo, un sitio cercano a la costa pero con una profundidad
de entre 5y 10 m y con bajo transito marino (tabla 1).
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the female oviduct causing sterilization and, consequently, a
decline of the gastropod population in the exposed zone
(Oehlmann et al. 1996a). This phenomenon is well known
around the world and has been reported in more than 170 spe-
cies. Concentrations of TBT in water and sediment of less than
1 ng L can induce imposex in neogastropods (Bryan et al.
1986). Biomonitoring of TBT pollution has been carried out in
coastal waters and the open sea using muricid gastropods
(Evans and Nicholson 2000). In South America, imposex was
reported for the first time in Chile by Gooding et al. (1999),
in Brazil by Castro et al. (2000) and in Argentina by
Penchaszadeh et al. (2001). Recent studies on the South
Atlantic and Pacific coasts (Caetano and Absalao 2002,
Fernandez et al. 2002, Goldberg et al. 2004, Bigatti and
Penchaszadeh 2005, Bigatti and Carranza 2007) confirm that
the presence of imposex in a given locality is related to TBT
pollution in water and/or sediments. Despite the broad geo-
graphic distribution of imposex, there are no reports from the
southern Caribbean. Several fishing settlements are located
throughout the coast of Venezuela, particularly in the east zone,
which is characterized by a highly productive upwelling
system (Penchaszadeh et al. 2000). Some edible and commer-
cially exploited gastropod populations occur at these localities
where many of the fishing vessels are painted with antifouling
products (Gomez 1999). In order to determine if imposex is
affecting some of these local gastropod populations, we sam-
pled one site on the continental central coast and several sites
around Margarita Island off eastern Venezuela (fig. 1).

Material and methods
Sampling
Gastropod specimens from the species and families listed

in table 1 were collected during July 2004 at the sites specified.
On the continental coast, specimens were collected at Playa

La Restinga
La Pared Lagoon
\ Porlamar
La Caracola
Macanao
Peninsula

Venezuela
0

| |

Figura 1. Localidades de muestreo en el continente y en Isla Margarita
(detalle).

Figure 1. Location of the sampling sites on the mainland coast of
Venezuela and on Margarita Island (inset).
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Tabla 1. Especies, sitios de muestreo y profundidades, intensidad de trafico marino, porcentaje de imposex y RPSI (indice Relativo del Largo del Pene) para

las especies estudiadas en las distintas localidades en Venezuela.

Table 1. Imposex percentage and Relative Penis Size Index (RPSI) for each species, and sampling depths and intensity of vessel traffic at the different sites

surveyed in Venezuela.

Family Species Site Boat traffic/depth n % Imposex RPSI

Neritidae Nerita versicolor Patanemo Null/0.1 m 10 null 0.00
Gmelin 1791

Muricidae Chicoreus brevifrons Laguna La Restinga High/1.5m 18 100 4.65
(Lamarck 1822)

Muricidae Chicoreus (Phylonotus) La Pared Medium/1.5 m 12 100 0.32
margaritensis (Abbott 1958) (Embarcadero)

Thaididae Purpura patula Patanemo Null/0.1 m 10 null 0.00
(Linnaeus 1758)

Fasciolariidae Fasciolaria tulipa La Pared Low/5-10 m 5 null 0.00
(Linnaeus 1758) (off shore)

Fasciolariidae Leucozonia nassa Marina La Caracola High/0.5 m 10 68 70.54
(Gmelin 1791)

\olutidae \oluta musica La Pared Low/5-10 m 16 null 0.00
Linnaeus 1758 (off shore)

Ocurrencia de imposex

El sexo de los individuos fue determinado macroscépica-
mente por la presencia de la glandula del albumen, la glandula
de la capsula y la vagina en hembras, y la ausencia de estos
caracteres en los machos. El color de las génadas fue otra
caracteristica usada para sexar a los animales. El largo del pene
en hembras y machos, y la longitud total de los individuos fue-
ron medidos con un vernier bajo lupa estereoscépica. Para cada
especie y localidad se calculé el porcentaje de hembras que
presentaban imposex, asi como el indice relativo del largo del
pene (RPSI, por sus siglas en inglés) mediante:

[N

RPSI = —1
X

x 100

donde LP, es el largo medio del pene en hembras y LP,, es el
largo medio del pene en machos (sensu Gibbs y Bryan 1994)
(tabla 1).

Dado el gran numero de embarcaciones pintadas con anti-
incrustantes en la Laguna La Restinga, realizamos una
encuesta entre pescadores artesanales, trabajadores de astille-
ros y duefios de barcos (n = 20) de la zona con el fin de deter-
minar la frecuencia en que los cascos de las embarcaciones son
pintados, y la composicién quimica de las pinturas anti-incrus-
tantes que se venden.

Resultados y Discusion

Se observo imposex en la Isla Margarita en aguas costeras
y cuerpos de agua cerrados con concentracion de embarcacio-
nes altas o medias y una frecuencia de pintado de cascos entre
3 y 6 meses, mientras que en aguas mas oceanicas de la isla o
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Patanemo (fig. 1), an exposed oceanic sandy beach with a
rocky shore at the east side, characterized by very low marine
traffic. The locations surveyed at Margarita Island were La
Restinga Lagoon, La Caracola and La Pared. La Restinga
Lagoon is a coastal lagoon characterized by high boating
activity, with muddy bottoms covered by patches of the turtle
seagrass Thalassia testudinum and extensive mangrove forma-
tions (see Bigatti et al. 2005). La Caracola is a sports marina
with a docking facility for non-fishing vessels. At La Pared, a
more exposed oceanic location, two sites were sampled: the
first was a dock used by fishing vessels and the second was
offshore in an area with low marine traffic (table 1).

Imposex occurrence

Macroscopically, sex was determined by the presence of
the albumen gland, the capsule gland and the vagina in
females, and the absence of these characters in males. Gonad
color was another characteristic used to sex the animals. Penis
length and total length of individuals were measured by
calipers under a stereomicroscope. For each species and local-
ity, the percentage of females showing imposex was calculated,
as well as the relative penis size index (RPSI) using the follow-
ing equation:

where LP is the mean length of female penis and LP,, is the
mean length of male penis (sensu Gibbs and Bryan 1994)
(table 1).

Given the high number of vessels painted with antifouling
products at La Restinga Lagoon, we polled artisanal fishers,
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del continente con bajo nivel de transito marino, el fendmeno
de imposex no fue detectado. Las especies afectadas fueron
Chicoreus brevifrons, Chicoreus (Phylonotus) margaritensis y
Leucozonia nasa, en las cuales el imposex se detecté como una
neoformacién de pene en las hembras; sin embargo no se
encontraron individuos con el conducto deferente ocluyendo la
vagina (fig. 2). EI RPSI varié entre 0.72 en C. (Phylonotus)
margaritensis hasta 70.54 en L. nasa, valores que podrian estar
relacionados con una respuesta diferencial de las especies
sometidas a concentraciones de TBT (Smith 1981, Gooding et
al. 1999). No fue posible obtener las mismas especies en las
distintas localidades, pero en el caso de la familia Muricidae,
muestreada so6lo en Isla Margarita, el imposex fue de 100% en
la laguna costera al igual que en las aguas abiertas en las costas
de la isla, pero el RPSI fue mas de 14 veces mayor en el area
cerrada que en la costa de mar abierto (tabla 1). Esto podria
estar denotando que la persistencia de contaminacién por TBT
en la laguna fue mayor que en el mar abierto. Por otro lado L.
nasa presentd una gran incidencia de imposex con valores
extremadamente altos de RPSI, sugiriendo que en esta especie
la neoformacion de caracteres sexuales masculinos es mas
evidente. Estas especies podrian ser buenos indicadores para
futuros y mas exhaustivos estudios sobre polucién por TBT en
las costas de Venezuela. Las otras especies examinadas,
provenientes de sitios con baja o nula actividad nautica, no
mostraron incidencia de imposex (tabla 1). Debido al bajo
nimero de muestras obtenidas, es posible que no se haya
detectado alguna baja incidencia del fendmeno en esta area.
Por lo que hemos podido encontrar en la literatura no existen
reportes previos de imposex en Fasciolaria tulipa y Nerita ver-
sicolor, pero en el caso de Voluta musica el fenémeno de impo-
sex fue detectado en el Estado Sucre, en Venezuela
(Miloslavich et al. sin publicar). Dentro de la familia Volutidae
se han detectado otras especies con imposex en las costas del

shipyard workers and boat owners (n = 20) at this site in order
to determine the frequency with which the vessels were
repainted in the zone, as well as the chemical composition of
the paints bought at the warehouses and used on the boats.

Results and discussion

Imposex was observed in coastal and enclosed waters of
Margarita Island with a high or medium concentration of boats
and with a painting frequency of 3-6 months, while in main-
land and island open waters with low marine traffic, imposex
was not observed. The species affected were Chicoreus
brevifrons, Chicoreus (Phylonotus) margaritensis and
Leucozonia nasa, in which imposex was detected as a
neoformation of a penis in females; however, no individuals
with a vagina obstructed by a newly developed vas deferens
were observed (fig. 2). The RPSI varied from 0.72 in C.
(Phylonotus) margaritensis to 70.54 in L. nasa, values that
could be related to a differential response of each species to
TBT exposure (Smith 1981, Gooding et al. 1999). It was not
possible to obtain the same species at all locations, but in the
case of the Muricidae family, sampled only at Margarita Island,
imposex was 100% in an enclosed lagoon as in the outside and
open coast of the island, but RPSI was over 14 times higher in
the closed area than on the open coast (table 1). It should be
noted that the persistence of TBT contamination in the lagoon
was higher than on the open coast. On the other hand, L. nasa
presented a high incidence of imposex with an extremely high
RPSI, suggesting that in this species the neoformation of mas-
culine sexual characters is more evident. These species would
be good bioindicators for more extensive future studies of TBT
pollution along the Venezuelan coastline. The other species
examined from sites with low or zero boating activities showed
no incidence of imposex (table 1). It is possible that any low

Figura 2. Imposex en la Laguna La Restinga, Isla Margarita. (a) Hembra de Chicoreus brevifrons mostrando la formacion de un
pene (P). (b) Macho de Chicoreus brevifrons mostrando el conducto deferente (vd).

Figure 2. Imposex at La Restinga Lagoon, Margarita Island. (a) Female of Chicoreus brevifrons showing the formation of a
penis (P). (b) Male of Chicoreus brevifrons showing the penis and vas deferens (vd).

322



Miloslavich et al.: Imposex in gastropods from Venezuela

noreste de Brasil (Castro et al. 2007) y en Argentina (Bigatti y
Penchaszadeh 2005, Cledon et al. 2006, Bigatti y Carranza
2007), por lo que el hecho de que no se haya detectado impo-
sex en V. musica es debido probablemente a la ausencia de
TBT en los sedimentos de esa area.

Los resultados de la encuesta realizada indicaron que en
80% de los casos los cascos de los barcos son repintados cada 3
a 6 meses, y en el 20% restante una vez al afio. Estas mismas
encuestan indican que las pinturas anti-incrustantes que
contienen TBT fueron utilizadas desde 2 o 3 afios antes de rea-
lizado este estudio, pero no luego. En los almacenes navales de
la Isla Margarita se venden cinco marcas de pinturas anti-
incrustantes, tres de ellas compuestas por xileno, silicatos,
FeO, y CuO,, una compuesta mayormente por xileno y alumi-
nio, y la ultima compuesta principalmente de "cobre y oxido de
estafio" segun indicaba la etiqueta.

La persistencia del TBT en el agua es de 3 dias a 35 sema-
nas, mientras que en los sedimentos su descomposicion se
lleva a cabo entre 16 semanas y 15 afios (Stewart y de Mora
1990). Nuestros resultados demuestran que los efectos bioldgi-
cos del TBT persisten en el Caribe sur, por al menos dos afios,
y pueden tener severas consecuencias para el éxito reproduc-
tivo en algunas especies de gasterépodos. Por otra parte, se han
reportado efectos del cobre, triazinay TBT en la mortalidad de
larvas de peces (Granmo et al. 2002). La sustitucion de las pin-
turas anti-incrustantes con nuevos productos libres de TBT,
cobre, hierro y aluminio deben ser probadas experimental-
mente para conocer su efecto nocivo hacia la biota. Goldberg et
al. (2004) encontraron altas concentraciones de TBT en capsu-
las ovigeras de un caracol voldtido comestible, lo que implica
que el TBT es incorporado en el metabolismo del gasterépodo
y podria estar afectando a los humanos que consumen estas
especies. Se pueden esperar otras efectos nocivos del TBT tales
como acumulacion en tejidos de ostras (Shim et al. 1998) y
malformaciones en conchas de bivalvos (Oberddrster y Cheek
2000), resultando perjudiciales para especies comestibles y
cultivadas como es el caso de algunas especies en Isla
Margarita.

Este es el primer reporte de imposex en Venezuela, pero
son necesarias otras investigaciones para determinar la disper-
sion de la contaminacion por TBT usando las especies
afectadas en el presente trabajo como bioindicadores de polu-
cién por TBT. El monitoreo de TBT y el uso de gasteropodos
como organismos indicadores (Oehlmann et al. 1996b,
Minchin y Minchin 1997) podrian ser una valiosa herramienta
para establecer la extension de la polucion por TBT en las
costas de Venezuela, conjuntamente con un andlisis de la com-
posicién quimica de agua y sedimentos en las zonas afectadas
por imposex.
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incidence in these areas was below the limits of detection due
to the small sample sizes taken. As far as we know, there are no
previous reports of imposex in Fasciolaria tulipa and Nerita
versicolor, but in the case of Voluta musica, imposex was
detected in Sucre State, Venezuela (Miloslavich et al. unpub-
lished). Within the Volutid family, other species showing
imposex have been reported for northeastern Brazil (Castro et
al. 2007) and Argentina (Bigatti and Penchaszadeh 2005,
Cledon et al. 2006, Bigatti and Carranza 2007), so the fact that
no imposex was found in V. musica is probably due to the
absence of TBT in the sediments of the area.

Poll results indicated that the underside of the boats was
repainted every 3-6 months in 80% of the cases and once a
year in the remaining 20%. They also showed that antifouling
paints containing TBT had been used up to 2-3 years before
this study, but not since then. Five brands of paints for use by
boat owners at Margarita Island were stocked at the ware-
houses: three were composed mainly of xylene, silicates, FeO,
and CuO,; one was composed of xylene and aluminum; and
one was composed of copper and tin oxides.

Persistence of TBT in water has been reported to last from
3 days to 35 weeks, while in sediments, decomposition takes
from 16 weeks to 15 years, depending on the habitat (Stewart
and de Mora 1990). Our results indicate that the biological
effects of TBT persist in the southern Caribbean for at least
two years, and may have much longer term consequences for
the successful reproduction of some gastropod species. On the
other hand, effects of copper, triazine and TBT on fish larval
mortality have been reported (Granmo et al. 2002). The substi-
tution of antifouling paints with new products free of TBT,
copper, iron and aluminum must be tested experimentally, in
order to detect any harmful effects on the biota. Goldberg et al.
(2004) found high concentrations of TBT in egg capsules of an
edible volutid snail, implying that TBT is incorporated into the
gastropod metabolism and could be affecting humans that
consume these species. Other harmful effects of TBT, such as
accumulation in oyster tissues (Shim et al. 1998) and malfor-
mation in bivalve shells (Oberddrster and Cheek 2000), could
be expected and are detrimental for edible and cultivated spe-
cies, including some species harvested at Margarita Island.

This is the first report of imposex in Venezuela, but further
research determining TBT dispersal using the affected species
in the present work as bioindicators of TBT pollution would be
valuable. Monitoring of TBT and the use of gastropods as sen-
tinel organisms (Oehlmann et al. 1996b, Minchin and Minchin
1997) could be a useful tool for establishing the extent of TBT
pollution on the Venezuelan coast, along with an analysis of
the chemical composition of both water and sediments.
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