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Abstract

Clearance rate (CR) measurements in Mytilus galloprovincialis were determined over 16 experiments in which the mussels
were exposed to diets characterized by variable chlorophyll content (0.28-104.88 ug Chla L™) in order to: (1) establish the
lower trigger level and the saturation reduction, (2) elucidate whether these thresholds were controlled by an on/off switch or by
a progressive response, and (3) determine whether the experimental time exerted an effect on the CR measurement under
extreme conditions, quantified in terms of chlorophyll content. The results demonstrated that time exerted a significant effect on
CR, which varied throughout the experiment in different diets. The CR response differed fundamentally in the significant
reduction of CR after prolonged exposure to low and high chlorophyll-content diets compared with the medium ones. Taking
into account the data from the sixth hour onwards, a sharp lower trigger level threshold was established at 2.08 pug Chla L,
showing an on/off CR response. The threshold for saturation reduction was about 26.91 g Chla L and showed a progressive
response to chlorophyll concentration.
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Resumen

Se realizaron 16 experimentos en los que se determing la tasa de aclaramiento (TA) en Mytilus galloprovincialis sometido a
dietas con distinto contenido de clorofila (0.28-104.88 g Chla L) con objeto de: (1) establecer su umbral de activacion y de
saturacion, (2) dilucidar si estos umbrales estan regidos por una respuesta de tipo encendido/apagado o bien por una respuesta
progresiva, y (3) determinar el efecto del tiempo de experimentacién en la medida de la TA en condiciones extremas,
cuantificadas en términos de contenido en clorofila. Los resultados del presente trabajo pusieron de manifiesto que el tiempo de
experimentacion ejerce un efecto significativo sobre el comportamiento de la TA, la cual varié a lo largo del experimento con
diferentes dietas. La respuesta de la TA difiri6 fundamentalmente en su reduccién significativa tras de una exposicion
prolongada a dietas con alto o bajo contenido de clorofila en comparacion con dietas con contenido medio. Teniendo en cuenta
los datos a partir de la sexta hora de experimentacion, se observo un abrupto umbral de activacién a una concentracion de
clorofila de 2.08 pg L%, mostrando una respuesta de tipo encendido/apagado. En el caso del umbral de saturacion, la
concentracion de clorofila a partir de la cual se aprecié una reduccién de la TA se situ6 en torno a 26.91 pg Chla L, mostrando
una reduccion progresiva con la concentracion de clorofila de la dieta.

Palabras clave: Mytilus galloprovincialis, tasa de aclaramiento, clorofila, cantidad y calidad de seston.
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Introduction

Current understanding of the bivalve filtration process was
preceded by scientific controversy. On the one hand, filtration
was considered to be regulated physiologically (Hawkins et al.
1996; Bayne 1998, 2001) with the purpose of maximizing
energy uptake (Bayne et al. 1993). On the other, filtration was
determined to be an automated process (Jargensen et al. 1988),
whereby under optimal conditions the filtration system is
designed to function at maximum capacity (Riisgard 2001a).
This argument provoked several studies that reviewed the feed-
ing response of bivalves to environmental changes (Jargensen
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Introduccion

El conocimiento actual del proceso de filtracién de los
bivalvos ha estado precedido por gran controversia cientifica.
Por una parte se consideraba que este proceso era regulado
fisioldgicamente (Hawkins et al. 1996; Bayne 1998, 2001) con
el propdsito de maximizar la asimilacién de energia (Bayne et
al. 1993). Otros estudios han indicado que la filtracion es un
proceso automatico (Jgrgensen et al. 1988) en el que, en condi-
ciones 6ptimas, el sistema de filtracion estd disefiado para
funcionar a su maxima capacidad (Riisgard 2001a). Este argu-
mento dio origen a varios estudios que revisaron la respuesta
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1996; Bayne 1998; Riisgard 2001a, b). These studies led to a
general agreement that bivalve filter feeding is physiologically
regulated (Pascoe et al. 2009), according to the indicators of
such regulation suggested by Riisgérd (2001a, b).

Physiological regulation implies a highly flexible response
of bivalve clearance rate (CR) to compensate the quantitative
and qualitative changes of the available food in order to maxi-
mize energy uptake. Exposure to adverse conditions (e.g., low
food quality) could evoke an extreme response in a bivalve,
specifically the cessation of filtration activity due to a reduc-
tion in the valve gape and retraction of mantle edges
(Jergensen et al. 1988). In terms of available food, the range of
conditions under which the filtration process is conducted at
maximum capacity is limited by a lower and an upper
threshold.

The upper threshold that causes a reduction in CR is termed
“saturation reduction”, which is interpreted as a secondary
effect of the mussels under suboptimal conditions or, more
specifically, as an overloading of the filtration and/or digestive
system (Riisgard 2001a). The physiological theory supports the
notion that the reduction in CR is a consequence of a
physiological adjustment to maximize energy uptake (Winter
1978, Bayne et al. 1993, Velasco and Navarro 2002). This
adjustment to adverse conditions involves other preingestive
mechanisms of regulation, like the selection and rejection in
ctenidio and labial palps (Bayne et al. 1993, Ward and
Shumway 2004).

The lower threshold below which the organism does not
activate the filtration mechanism is termed the “lower trigger
level”. Thompson and Bayne (1972) observed an absence of
filtration activity before food addition; thereafter the CR
increased rapidly. Other authors have also highlighted the exis-
tence of this threshold (Winter 1978, see review by Dolmer
2000). Bernard (1983) studied CR wunder meagre food
conditions and identified a lower trigger level, described as an
“on/off switch” rather than a progressive control mechanism.
Extended exposure under meagre food concentration may also
lead to valve closure and CR reduction (Thompson and Bayne
1972). This could be interpreted as a physiological response to
reduce the water transport through the gills and mantle cavity,
thereby reducing respiration and the metabolic rate (Jgrgensen
et al. 1988).

In the present survey, the CR of Mytilus galloprovincialis
was studied under a wide range of diets defined in terms of
chlorophyll, particulate organic matter, and total particulate
matter, variables that play an important role in mussel perfor-
mance (Freites et al. 2003). The experiments were performed
for nine hours in order to: (1) establish the lower trigger level
and the saturation reduction, (2) elucidate whether these
thresholds are controlled by an on/off switch or by a progres-
sive response, and (3) determine whether the experimental time
exerts any effect on the CR measurement under extreme condi-
tions of chlorophyll concentration.
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alimenticia de los bivalvos a cambios ambientales (Jargensen
1996, Bayne 1998, Riisgard 2001a, b), y que condujeron al
acuerdo general de que la filtroalimentacion en los bivalvos es
regulada fisiol6gicamente (Pascoe et al. 2009), segtn los indi-
cadores de esta regulacion sugeridos por Riisgard (2001a, b).

La regulacién fisiologica implica una gran flexibilidad en
la respuesta de la tasa de aclaramiento (TA) en los bivalvos
para compensar los cambios cuantitativos y cualitativos del
alimento disponible con el proposito de maximizar la asimila-
cién energética. La exposicion a condiciones adversas (e.g. ali-
mento de mala calidad) podria inducir una respuesta extrema
en los bivalvos, especificamente el cese de la filtracién debido
a la reduccion de la apertura natural de las valvas y la retrac-
cién de los bordes del manto (Jgrgensen et al. 1988). En tér-
minos del alimento disponible, el espectro de condiciones bajo
las cuales se lleva a cabo el proceso de filtracion a su maxima
capacidad se encuentra limitado por un umbral inferior y uno
superior.

El umbral superior que causa la reduccion de la TA se
denomina “umbral de saturacion” y se interpreta como un
efecto secundario en mejillones en condiciones suboptimas o,
mas especificamente, como una sobrecarga de su sistema de
filtracion y/o digestivo (Riisgard 2001a). La teoria fisiologica
sustenta la nocién de que la reduccion de la TA es consecuen-
cia de un ajuste fisioldgico para maximizar la asimilacion ener-
gética (Winter 1978, Bayne et al. 1993, \Velasco y Navarro
2002). Este ajuste a condiciones adversas involucra mecanis-
mos de regulacién, previos a la ingesta, como la seleccién vy el
rechazo de material alimenticio a nivel del ctenidio y palpos
labiales (Bayne et al. 1993, Ward y Shumway 2004).

El umbral inferior por debajo del cual el organismo no
activa su mecanismo de filtracion se denomina “umbral de
activacion”. Thompson y Bayne (1972) observaron ausencia de
actividad filtradora antes de la adicién del alimento, pero a
partir de ésta la TA increment6 rapidamente. Otros autores
también han notado la existencia de este umbral (Winter 1978,
ver la revision de Dolmer 2000). Bernard (1983) estudié la TA
en condiciones alimenticias pobres e identificd un “umbral de
activacion” que describié como de tipo “encendido/apagado”
mas que un mecanismo de control progresivo. La exposicion
prolongada a condiciones alimenticias pobres puede también
ocasionar el cierre de las valvas y la reduccion de la TA
(Thompson y Bayne 1972). Esto podria interpretarse como una
respuesta fisioldgica para reducir el transporte de agua a través
de las branquias y la cavidad paleal, reduciendo asi la respira-
cién y la tasa metabdlica (Jgrgensen et al. 1988).

En este trabajo se estudié la TA de Mytilus galloprovincia-
lis bajo un amplio espectro de dietas definidas en términos de
clorofila, materia organica particulada y material particulado
total, que son elementos que juegan un papel importante en el
desarrollo de los mejillones (Freites et al. 2003). Los experi-
mentos se realizaron durante nueve horas para: (1) establecer
los umbrales de activacion y saturacion, (2) dilucidar si estos
umbrales son controlados por un mecanismo de tipo encen-
dido/apagado o por una respuesta progresiva, y (3) determinar
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Material and methods
Acclimation of experimental mussels

Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819) were collected
from a cultivation raft in the Ria de Arousa (Galicia, NW
Spain). Individuals 60 mm in length were selected (60 =+
2.1 mm length and 1.3 + 0.39 g dry meat weight) and epibionts
were removed (fig. 1). The mussels were maintained for seven
days prior to the beginning of the experiment in 19-L tanks
with 20 to 25 individuals per tank. The tanks were of open-
flow design, containing filtered (10 pm) seawater (Cartridge
CUNO Super Micro-Wynd 10 pm) at 15-16°C and a salinity of
35.5. The filtered seawater was enriched with a mixture of
microalgae (Tahitian Isochrysis aff. galbana, T-1SO) and pul-
verized sediment (liofilized, ground, and sieved to guarantee a
size between 3 and 30 pum) from the seafloor below the rafts
(40:60 microalgae:sediment, by weight). Flow was regulated at
a constant level by a peristaltic pump, so that particulate matter
load was maintained at 1.2 mg L-! with 50% organic content,
which simulates the average diet of mussels in the Ria de
Arousa.

Experimental diets

The experimental diets were prepared by mixing microal-
gae and pulverized sediment in variable proportions (table 1).
The seawater in the food holding tank was filtered by a
cartridge filtration system (CUNO Super Micro-Wynd 10, 5,
and 1 um; CUNO Betapure 0.5 um) with an effective pore size
of 0.5 pum, followed by UV treatment. The diet tank was
strongly aerated in order to maintain homogeneity and avoid
particle sedimentation.

Figure 1. Selection and cleaning of mussels Mytilus galloprovincialis
collected from a cultura raft in Ria de Arousa (Galicia, NW Spain).

Figura 1. Seleccién y limpieza de mejillones Mytilus galloprovincialis
recolectados de una batea de cultivo en la Ria de Arousa (Galicia, NO de
Espafia).
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si el tiempo de experimentacion ejerce algun efecto en la
medida de TA bajo condiciones extremas de concentracién de
clorofila.

Material y métodos
Aclimatacion de los mejillones experimentales

Se utilizaron M. galloprovincialis (Lamarck 1819) recolec-
tados de una batea de cultivo en la Ria de Arousa (Galicia, NO
de Espafia), seleccionando individuos de 60 mm de longitud
(60 £ 2.1 mm de largo y 1.3 + 0.39 g de peso seco de la carne)
a los que se retiraron los epibiontes (fig. 1). Los mejillones se
mantuvieron durante 7 dias antes del experimento en tanques
de 19 L con 20 a 25 individuos por tanque. Los tanques eran de
flujo abierto y contenian agua de mar filtrada (cartucho CUNO
Super Micro-Wynd de 10 um) a 15-16°C y 35.5 de salinidad.
El agua de mar fue enriquecida con una mezcla de microalgas
(Isochrysis aff. galbana de Tahiti, T-ISO) y sedimento pulveri-
zado (liofilizado, molido y tamizado para garantizar un tamafio
de 3-30 um) del lecho marino bajo las bateas (40:60 microal-
gas:sedimento en peso). El flujo se mantuvo constante median-
te una bomba peristéltica, de manera que la carga de material
particulado se mantuviera en 1.2 mg L™t con 50% de contenido
organico simulando la dieta de los mejillones en la Ria de
Arousa, en promedio.

Dietas experimentales

Las dietas experimentales se prepararon mezclando propor-
ciones variables de microalgas y sedimento (tabla 1). El agua
de mar en el tanque del alimento era filtrada por un sistema de
cartucho (CUNO Super Micro-Wynd de 10, 5y 1 um; CUNO
Betapure de 0.5 um) con un tamafio de poro efectivo de 0.5
pum, y tratada con luz UV. El tangque con la dieta se mantuvo
con aereacion intensa para mantener la homogeneidad y evitar
la sedimentacién de particulas.

El material particulado total (MPT) y la materia organica
particulada (MOP) de las dietas se determin6 por gravimetria
en filtros Whatman GF/C de 25 mm, pre-incinerados (450°C, 4
h). Tras filtrar por triplicado 1 L de cada dieta, se eliminaron
las sales lavando con 100 mL de una solucion isotonica de for-
mato de amonio (0.5M). A continuacion los filtros se secaron a
110°C por 24 h y se pesaron para determinar el MPT. La MOP
se determind tras incinerar los filtros durante 4 h a 450°C, por
medio de una balanza analitica (Sartorius Micro M3P).

La clorofila de las dietas se determiné por espectrofotome-
tria. Se filtrd, por triplicado, 1 L de cada dieta a través de filtros
Whatman GF/F de 25 mm, congelados a —20°C para propiciar
la ruptura celular y facilitar la extraccion de clorofila. La
extraccion se realizé agregando 5 mL de acetona al 90% y
dejando reposar la solucién por 12 h (a 4°C). Entonces la solu-
cién se centrifugd a 4500 rpm, a 10°C y por 10 min, para sepa-
rar el extracto de los restos del filtro. La clorofila se cuantifico
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Table 1. Characteristics of the experimental diets fed Mytilus galloprovincialis: total particulate matter (TPM), particulate organic matter (POM),
quality (POM/TPM), and chlorophyll content (Chla). The density of microalgal cells can be calculated by the equivalence 1 pg L~ = 2500 cells mL2.
Tabla 1. Caracteristicas de las dietas experimentales suministradas a Mytilus galloprovincialis: material particulado total (TPM), materia organica
particulada (POM), calidad (POM/TPM) y contenido de clorofila (Chla). La densidad de células microalgales puede calcularse mediante la

equivalencia 1 pug L=t = 2500 cél mL.

Diet*

TPM POM Quality Chla
TPM mes (mg L) (mg L) (POM/TPM) (ng L
1.2 1:99 1.17 £ 0.020 0.28 + 0.007 0.27 £ 0.001 0.28 £ 0.027
1.2 1:99 1.30£0.015 0.40 £ 0.006 0.31+0.001 0.30+0.014
1.2 3:97 1.26 £ 0.167 0.36 £ 0.036 0.28 + 0.009 0.62 +0.028
1.2 3:97 1.32 £ 0.056 0.41+0.015 0.31+0.021 0.75 £ 0.042
1.2 5:95 1.13+0.049 0.36 £ 0.022 0.32+£0.017 1.38£0.014
1.2 7:93 1.35+ 0.056 0.43+0.008 0.32+0.011 1.95+0.014
1.2 7:93 1.27+£0.078 0.36 +0.012 0.28 + 0.011 2.00 £ 0.042
1.2 9:91 1.25+0.062 0.37£0.015 0.29 £ 0.005 2.08 £0.036
3.0 13:87 2.83+0.253 0.95 +0.028 0.34 £ 0.020 8.03+0.476
1.2 40:60 1.30+0.018 0.66 +0.003 0.51 + 0.005 9.14 +0.230
1.0 40:60 1.27 £ 0.068 0.67+£0.016 0.53+0.020 9.82+0.111
6.0 13:87 5.17 +£0.149 1.76 £ 0.012 0.34+£0.012 15.08 + 0.597
3.0 40:60 3.46 + 0.554 1.68 + 0.096 0.49 + 0.049 26.91 £ 0.451
3.0 80:20 2.62 +£0.061 2.31+0.046 0.88 +£0.008 45.68 + 2.025
6.0 40:60 5.51+0.329 2.94+£0.115 0.53+0.011 54.26 + 0.213
6.0 80:20 5.28 + 0.094 4.65+0.146 0.88 +0.012 104.88 £ 2.965

* Theoretical characteristics of the diets in terms of TPM and microalgae:sediment proportion (m:s).

Total particulate matter (TPM) and particulate organic mat-
ter (POM) of the diets were measured gravimetrically on pre-
ashed (450°C, 4 h) 25-mm Whatman GF/C filters. After 1 L of
each diet was filtered in triplicate, the salts were eliminated by
washing with 100 mL of an isotonic solution of ammonium
formate (0.5 M). Subsequently, the filters were dried at 110°C
for 24 h and weighed to determine the TPM. The POM was
determined after ashing the filters for 4 h at 450°C, using an
analytical balance (Sartorius Micro M3P).

Chlorophyll of the diets was determined by spectrophotom-
etry. One liter of each diet was filtered, in triplicate, through
25-mm Whatman GF/F filters. The filters were frozen at —20°C
to facilitate cellular rupture and improve chlorophyll extrac-
tion. The extraction was achieved by adding 5 mL acetone
(90%) and allowing the solution to stand for 12 h (at 4°C).
Thereafter, the solution was centrifuged at 4500 rpm at 10°C
for 10 min to separate the extract from the remains of the filter.
Quantification of chlorophyll was performed using the follow-
ing equation for chromophyte algae (Jeffrey and Welschmeyer
1997):

Chla = [(11.47 x Eggy — 0.4 x Egzg) x V]/V

where Chla is the chlorophyll concentration (ug L), Eg, and
Eqs are the absorbances at 664 and 630 nm, v is the acetate
volume used in the extraction (mL), and V is the volume of the
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mediante la siguiente ecuacion para algas cromofitas (Jeffrey y
Welschmeyer 1997):

Chla = [(11.47 x Egg, — 0.4 x Eggg) x V]/V

donde Chla es la concentracion de clorofila (ug L), Ege, Y Egso
las absorbancias a 664 y 630 nm respectivamente, v el volumen
de acetato usado en la extraccion (mL) y V el de la dieta fil-
trada (mL). También se midi6 la absorbancia a 750 nm para
determinar si los restos del filtro afectaban las mediciones de
absorbancia.

Disefio experimental

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas (MPT, MOP,
calidad = MOP:MPT y contenido de clorofila) de las 16 dietas
estudiadas. Se utilizaron 7 cémaras individuales con un
mejillon cada una y una camara de control sin mejillén para
determinar la TA de los mejillones expuestos a cada dieta. En
cada tratamiento se usaron diferentes mejillones. La TA se esti-
mé con el método de camara de flujo continuo (Filgueira et al.
2006), con mediciones cada 1.5 a 2.0 h, en un total de 9 h. Las
primeras 1.5 h se consideraron de aclimatacion y por lo tanto
no se representaron graficamente. Algunos mejillones desova-
ron durante el experimento, por lo que fueron descartados de
los andlisis. La contaminacion de uno de los tanques de
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filtered diet (mL). The absorbance at 750 nm was also mea-
sured to determine whether the remains of the filter affected
the absorbance measurement.

Experimental design

The characteristics (TPM, POM, quality (POM/TPM) and
chlorophyll content) of the 16 studied diets are shown in
table 1. Seven individual chambers with one mussel each and
one control chamber with no mussels were used to determine
the CR in mussels exposed to each diet. Different mussels were
used in each treatment. The CR was estimated with the flow-
through chamber method (Filgueira et al. 2006). The CR
measurement was performed every 1.5-2.0 h for a total period
of 9 h. The first 1.5 h were considered acclimation period and
are therefore not represented in the figures. Some mussels
spawned during the experiments and they were removed from
the analyses. A contamination problem in one food tank forced
the premature termination of the experiment after 7 h in the
45.68 and 104.88 pg Chla L diets. The characteristics of the
diet were determined three times throughout the experiment.

Standardization of CR

In all cases, CR was standardized to a mussel length of
60 mm using the following formula:

CRStd = CR X (LStd/L

exp exp)b

where CRy is the standardized clearance rate, CR,,, the exper-
imental clearance rate, Ly, the standardization length, L., the
length of the experimental individual, and b the exponent
relating the CR to length. A value of 1.72 was employed as a
length standardization exponent of CR (Filgueira et al. 2008).

Statistical analyses

Correlation between the diet characteristics was performed
with Pearson’s correlation coefficient. The effect of time on
CR response was analyzed by linear regression. The effect of
diet characteristics on CR was analyzed by non-linear models,
which were estimated using the Levenberg-Marquardt algo-
rithm and least squares as a loss function. Statistical analyses
were performed using the SPSS 11.5 computer program (SPSS
Inc., Chicago).

Results
Experimental diets

The characteristics of the experimental diets (table 1)
showed a statistically significant correlation: Pearson’s correla-
tion coefficient (PCC) Chla vs TPM = 0.771, P < 0.001; PCC
Chla vs POM =0.983, P < 0.001; PCC TPM vs POM = 0.871,
P < 0.001. Due to the high correlation between chlorophyll
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alimento oblig6 a la terminacion prematura, a las 7 horas, de
los experimentos que contenian las dietas de 45.68 y 104.88 ug
Chla L. Las caracteristicas de las dietas se determinaron 3
veces a lo largo del experimento.

Estandarizacion de TA

En todos los casos TA se estandariz6 a una longitud del
mejillén de 60 mm con la siguiente formula;

TAstd = TAexp x (Lstd/Lexp)b

donde TA, es la tasa de aclaramiento estandarizada, TA,, la
tasa de aclaramiento experimental, L, la longitud de estandari-
zacion, L, la longitud del individuo experimental y b el expo-
nente que relaciona la TA con la longitud. Se utilizé un valor
de 1.72 como exponente de estandarizacion de la longitud de la
TA (Filgueira et al. 2008).

Analisis estadistico

Se buscd la correlacidn entre las caracteristicas de las dietas
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. El efecto del
tiempo en la respuesta de TA se evalu6 por medio de una regre-
sion lineal. El efecto de las caracteristicas de las dietas sobre
TA se analizd con modelos no lineales que se formularon
usando el algoritmo de Levenberg-Marquardt y cuadrados
minimos como funcidn de pérdida. Los analisis estadisticos se
realizaron con el paquete de cémputo SPSS 11.5 (SPSS Inc.
Chicago).

Resultados
Dietas experimentales

Las caracteristicas de las dietas experimentales (tabla 1)
mostraron una correlacion estadistica significativa, con coefi-
cientes de correlacion de Pearson (CCP) para Chla-TPM =
0.771, P < 0.001; CCP Chla-MOP = 0.983, P < 0.001; y CCP
MPT-MOP = 0.871, P< 0.001. Debido a la fuerte correlacion
entre Chla y MOP los resultados podrian ser explicados por
cualquiera de estas variables. Sin embargo, dado que el conte-
nido de clorofila da una buena idea de la calidad del alimento y
que la clorofila explicd mejor la varianza de TA que la de MOP
(ver mas abajo), los resultados fueron descritos en términos de
contenido de clorofila.

Cambios en TA en funcion del tiempo de experimentacion

En la figura 2 se muestran los cambios en TA con las dife-
rentes dietas a lo largo del experimento. El anélisis de regre-
sion lineal correspondiente a cada dieta mostr6 pendientes
negativas estadisticamente significativas para las dietas con
menos de 2.08 pug Chla L, a excepcion de la dieta con 1.95 ug
Chla L (tabla 2), lo que implica que la reduccion observada
de TA (fig. 2a) es significativa. Para las dietas con entre 2.08 y
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content and POM, the results could be explained by any of
these variables; however, given that chlorophyll content is a
good proxy for high quality food and the variance in CR
explained by chlorophyll was higher than that by POM (see
below), the results were described in terms of chlorophyll
content.

Changes in CR with experimental time

The changes in CR throughout the experiment for the dif-
ferent diets is shown in figure 2. The linear regression analysis
for each diet showed negative and statistically significant
slopes in diets containing less than 2.08 ug Chla L, with the
exception of 1.95 pg Chla L (table 2), which implies that the
observed CR reduction (fig. 2a) is significant. For diets con-
taining between 2.08 and 26.91 pg Chla L2, the slopes of the
linear regression analyses were not statistically different from
zero (table 2), indicating that CR was constant throughout the
experiment (fig. 2b). Finally, the regression analyses for diets
containing more than 26.91 pg Chla L showed negative and
statistically significant slopes (table 2), highlighting an impor-
tant reduction in CR (fig. 2c).

Effect of diet on CR

The CR response was affected in different ways by the
experimental time depending on the chlorophyll content of the

Table 2. Linear regression of the clearance rate throughout the experiment
for each diet (slope of the regression, explained variance of the regression
(r?), and P value of the ANOVA test).

Tabla 2. Regresion lineal de la tasa de aclaramiento a lo largo del

experimento para cada dieta (pendiente (slope), varianza explicada (r?) y
valor de P del ANOVA).

Di
(ug Chf; L) Slope r? P
0.28 -0.291 0.29 <0.01
0.30 -0.316 0.69 <0.001
0.62 -0.334 0.42 <0.001
0.75 -0.323 0.43 <0.001
1.38 -0.187 0.17 <0.001
1.95 -0.106 0.09 0.082
2.00 -0.250 0.31 <0.001
2.08 -0.049 0.02 0.358
8.03 -0.091 0.10 0.167
9.14 0.032 0.02 0.354
9.82 -0.040 0.03 0.443
15.08 -0.011 0.01 0.795
26.91 -0.096 0.09 0.195
45.68 -0.203 0.34 <0.01
54.26 -0.290 0.51 <0.001
104.88 -0.109 0.27 <0.01
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26.91 ug Chla L, las pendientes de los analisis de regresion
lineal no difirieron estadisticamente de O (tabla 2), lo que
indica que TA fue constante a lo largo del experimento (fig.
2b). Finalmente, los analisis de regresion lineal de las dietas
con mas de 26.91 ug Chla L= mostraron pendientes negativas
estadisticamente significativas (tabla 2) resaltando una impor-
tante reduccién de TA (fig. 2c).

Efecto de la dieta en TA

La respuesta de TA se vio afectada de diferente manera por
el tiempo de experimentacién dependiendo del contenido de
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Figure 2. Clearance rate (CR, L h~) response throughout the experiment
for different diets in terms of chlorophyll content: (a) less than 2.08 pg L™,
(b) between 2.08 and 26.91 pug L™, and (c) more than 26.91 ug L%
Average values of seven individuals are shown. The standard deviation is
not shown to clarify the visualization of the chart.

Figura 2. Respuesta de la tasa de aclaramiento (CR, L h™1) a lo largo de
experimentos con dietas distintas en términos de contenido de clorofila: (a)
con menos de 2.08 pug L™, (b) con entre 2.08 y 26.91 ug L™, y (c) con
mas de 26.91 ug L% Se muestran los promedios para siete individuos.
Por claridad visual de la grafica no se muestra la desviacion estandar.
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diet: diets containing between 2.08 and 26.91 ug Chla L
showed a constant CR throughout the experiment, while those
containing less than 2.08 ug Chla L-* and more than 26.91 pg
Chla L showed a significant decrease in CR. This highlighted
the crucial importance of studying the CR response depending
on chlorophyll content at different moments during the experi-
ment. In order to address the effect of time on CR response
depending on chlorophyll content, the results were divided into
three different time intervals: first period (0-3 h), intermediate
period (4-6 h), and last period (>6 h).

During the first period, a negative linear relationship was
observed between CR and chlorophyll content (simple linear
regression, fig. 3a). The variance in CR explained by chloro-
phyll content was 72%. Regarding POM, the same response
was observed though the explained variance was lower (61%).
No statistically significant relationship was observed between
CR and TPM.

During the intermediate period, the relationship between
CR and chlorophyll content was described by non-linear
regression (James et al. 2001; fig. 3b) with maximum CR at
2.08-26.91 pg Chla L. Chlorophyll content explained 77% of
the variance in CR. POM showed the same response but only
explained 69% of the variance. As in the first period, no statis-
tically significant relationship was observed between CR and
TPM.

In the last period, the relationship between CR and chloro-
phyll content was described by non-linear regression (modified
logistic model, Murado et al. 2002; fig. 3c). The relationship
showed an inhibitory behaviour, whereby CR increased with
chlorophyll content until a maximum was reached at interme-
diate chlorophyll content (2.08-26.91 pug Chla L), followed
by a gradual decrease. The variance explained by chlorophyll
content increased to 82%. The same pattern was observed for
POM, though this variable explained only 57% of the variance.
Again, no statistically significant relationship was observed
between CR and TPM.

The relationship between CR and chlorophyll and/or POM
over the three periods (fig. 3) showed a gradual response
throughout the experiment. The trend was mainly defined by
the decrease of CR with experimental time in diets containing
less than 2.08 pug Chla L and more than 26.91 ug Chla L=
These regression analyses summarize the results described pre-
viously for each diet (fig. 2, table 2).

Discussion

Effect of the experimental time on the relationship between
CR and chlorophyll content

The decrease in CR with experimental time in diets con-
taining less than 2.08 pug Chla L (fig. 2a) and more than 26.91
ug Chla L (fig. 2c) highlights the importance of the time
in the CR response. This response pattern has been observed
for Mytilus edulis in other studies (summarized in table 3);
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clorofila de cada dieta; esto es, los tratamientos con dietas que
contenian entre 2.08 y 26.91 ug Chla L™ mostraron una TA
constante a lo largo del experimento, mientras que los que con-
tenian menos de 2.08 ug Chla L' 0 més de 26.91 ug Chla L™
mostraron una TA significativamente reducida. Esto resalté
la gran importancia de estudiar la respuesta de TA en
funcidn del contenido de clorofila en diferentes momentos del
experimento. Con el fin de observar este efecto temporal en
la respuesta de TA en funcién del contenido de clorofila,
los resultados se dividieron en tres etapas del tiempo de
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Figure 3. Averaged clearance rate (CR, L h-%) values of seven individuals
exposed to diets containing different chlorophyll contents (Chla, pg L™).
Over the first period of the experiment (a, 0-3 h) data fit to a simple linear
regresion, whereas over the intermediate (b, 4-6 h) and last (c, >6 h)
periods of the experiment data fit to non-linear regresions.

Figura 3. Promedio de la tasa de aclaramiento (CR, L h™1) de siete
individuos sometidos a dietas distintas en términos de contenido de
clorofila (Chla, pg L™). En el la etapa inicial de experimentacion (a, 0-3 h)
los datos se ajustan una regresion lineal simple, mientras que en las
etapas intermedia (b, 4-6 h) y final (c, >6 h) éstos se ajustan a sendas
regresiones no lineales.
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Table 3. Clearance rate (CR) response (reduction or constant) in Mytilus edulis depending on diet and exposure time.
Tabla 3. Respuesta de la tasa de aclaramiento (CR) en Mytilus edulis (reduccién o constante) dependiendo de la dieta y el tiempo de exposicion.

CR behaviour Diet Time Reference

Reduction Low food concentration 3-5h Thompson and Bayne (1972)
Reduction <1500 Phaeodactylum tricornutum cells mL™* 15-20 min Riisgard and Randlgv (1981)
Reduction Seawater 2189 particles mL™L 130 min Newell et al. (2001)
Constant 1500-30000 Phaeodactylum tricornutum cells mL~! 16 h Riisgard and Randlgv (1981)
Constant 2000-6000 Rhodomonas baltica cells mL™ 6h Riisgard (1991)

Constant 4000-6000 Rhodomonas sp. cells mL™! 9-14d Clausen and Riisgard (1996)
Constant Seawater + microalgae 7556 particles mL™ 130 min Newell et al. (2001)
Reduction 30000 Phaeodactylum tricornutum cells mL™ 2h Riisgard and Randlgv (1981)
Reduction 15000 Rhodomonas baltica cells mL™t 2h Riisgard (1991)

Reduction 13000 Rhodomonas sp. cells mL™L + sediment 4.8 mg L1 9-14d Clausen and Riisgard (1996)
Reduction 38900 particles mL™L Phaeocystis cf. globosa 23h Smaal and Twisk (1997)

however, the results of these surveys cannot be directly com-
pared in terms of chlorophyll content due to its high depen-
dency on the microalgal culture conditions. In general, these
studies show a significant reduction in CR for extreme concen-
trations of food below and above the optimum range, within
which reduction is not observed. Contrary to these results, Ari-
fin and Bendell-Young (1997) observed a constant CR that was
independent of the experimental time in M. trossulus exposed
to the following dietary matrix: 5, 20, and 150 x 102 Thalassio-
sira pseudonana cells mL-%, and 0, 5, 20, and 50 mg L sedi-
ment. The authors noted an exception with the 5 x 103 cells
mL-*and 5 mg L diet, in which a significant reduction in CR
with experimental time was observed.

A differential response of CR with time, depending on
chlorophyll content, was observed in the relationships between
CR and chlorophyll content. The different statistical regres-
sions confirm that experimental time exerts a significant effect
on CR, which is mainly manifested in the reduction of CR at
low chlorophyll contents. Our results indicate that the CR
observed at the end of the experiment, during the last period,
corresponds to an inhibitory behaviour, with an incremental
increase in CR with chlorophyll content until an optimum CR
is reached at intermediate chlorophyll content. This is subse-
quently followed by a gradual decrease in CR. The relationship
in this period can be segregated depending on the chlorophyll
content in which an abrupt behavioural change is observed
between 2.08 and 26.91 ug Chla L, resulting in three different
response curves (fig. 4a):

» Exponential increase of CR in diets containing less than
2.08 pug Chla L.

» Constant CR in diets containing between 2.08 and 26.91 pg
Chla L™

* Potential reduction of CR in diets containing more than
26.91 ug Chla L.
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experimentacion: la “inicial” de 0 a 3 h, la “intermedia” de 4 a
6 hy la “final”, después de 6 h.

Durante la etapa inicial se observé una relacién lineal nega-
tiva entre TA y contenido de clorofila (regresion lineal simple,
fig. 3a), en la que este Gltimo explicé 72% de la varianza de
TA. Se observé la misma respuesta en términos de MOP, aun-
que esta variable explicd un porcentaje menor de varianza
(61%). No se observé ninguna relacion estadisticamente signi-
ficativa entre TA y MPT.

Durante la etapa intermedia la relacion entre TA y conte-
nido de clofrofila se caracterizd por ser no lineal (James et al.
2001) (fig. 3b), con TA maxima a concentraciones entre 2.08 y
26.91 ug Chla L. El contenido de clorofila explicé 77% de la
varianza de TA, y aunque MOP mostro el mismo tipo de res-
puesta s6lo explico 69% de la varianza. Como en la primera
etapa, no se observo ninguna relacion estadisticamente signifi-
cativa entre TAy MPT.

En la etapa final, la relacion entre TA y contenido de cloro-
fila también se caracteriz6 por ser no lineal (modelo logistico
modificado; Murado et al. 2002) (fig. 3c). La relacién mostro
un comportamiento inhibitorio en el que TA se incrementd con
la clorofila hasta alcanzar un maximo a un nivel intermedio de
2.08-26.91 ug Chla L2, seguido por una disminucion gradual.
La varianza explicada por el contenido de clorofila aument6 a
82%. Este mismo patron se observd para MOP, aunque esta
variable sélo explicé 57% de la varianza. De nuevo, no se
observo ninguna relacion estadisticamente significativa entre
TAy MPT.

A lo largo de las tres etapas de la experimentacion la rela-
cién entre TA y el contenido de clorofila y/o MOP (fig. 3) mos-
tré una respuesta gradual en el tiempo. La tendencia se vio
principalmente definida por una disminucién de TA con el
tiempo de experimentacion en las dietas con menos de 2.08 y
mas de 26.91 ug Chla L. Estos analisis de regresion sintetizan
los resultados antes descritos para cada dieta (fig. 2, tabla 2).
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Figure 4. (a) Averaged clearance rate (CR, L h™) values of seven
individuals during the last period of the experiment for each diet in terms of
chlorophyll content (Chla, pg L™). The continuous lines represent the
regressions for each chlorophyll range. (b) Pearson’s variation coefficient of
CR during the last period of the experiment for each diet expressed in terms
of chlorophyll content (Chla, pug L™2).

Figura 4. (a) Promedio de la tasa de aclaramiento (CR, L h-!) de siete
individuos en la etapa final de experimentacion para cada dieta distinta en
términos de contenido de clorofila (Chla, pg L™2); las lineas representan las
regresiones para cada rango de clorofila. (b) Coeficiente de variacion de
Pearson de la tasa de aclaramiento (CR) durante la etapa final de
experimentacién para cada dieta en términos de contenido de clorofila
(Chla, pg L.

The same behavioural pattern was observed using POM as
the independent variable instead of chlorophyll content,
although the variance explained by the regression model was
lower than for the chlorophyll fit. An exponential increase in
CR was observed in diets containing less than approximately
0.4 mg POM L, a constant phase in diets containing between
0.4 and 1.7 mg POM L-, and a potential reduction of CR in
diets with more than approximately 1.7 mg POM L. This
response pattern is theoretically explained in terms of TPM by
Winter (1978), who stated that from a low threshold concentra-
tion upwards, filtration rate increases rapidly and is then kept
constant up to a food concentration at which a maximum
amount of food is ingested. As soon as this maximum ingestion
rate is reached, the filtration rate decreases continuously in
such a way that the amount of food ingested is kept constant.
This explanation concurs with Widdows et al. (1979), who
observed that above the pseudofaeces production threshold, the
balance between CR and pseudofaeces production provided a
constant ingestion rate in M. edulis. This pattern is similar to
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Discusién

Efecto del tiempo de experimentacion en la relacién entre
TAy Chla

La disminucion de TA con el tiempo de experimentacion en
los tratamientos con dietas con menos de 2.08 pug Chla L (fig.
2a) y mas de 26.91 ug Chla L (fig. 2c) resalta la importancia
de la variable tiempo en la respuesta de TA. Este mismo patrén
de respuesta ha sido observado previamente en M. edulis en
estudios cuya sintesis se presenta en la tabla 3. Sin embargo,
los resultados de dichos estudios no pueden compararse direc-
tamente en términos de contenido de clorofila debido a su gran
dependencia de las condiciones de cultivo de las microalgas.
En general estos estudios muestran una reduccién significativa
de TA ante concentraciones extremas de alimento por debajo y
por encima de un intervalo dptimo, dentro del cual no se
observa reduccion alguna. Por lo contrario, Arifin y Bendell-
Young (1997) observaron una TA constante independiente del
tiempo de experimentacion en M. trossulus expuesto a las
siguientes combinaciones de dietas: 5, 20 y 150 x 10° cél Tha-
lassiosira pseudonana mL, con 0, 5, 20 y 50 mg L de sedi-
mento. Estos autores notaron una excepcion con la dieta que
contenia 5 x 103 cél mL-'y 5 mg L de sedimento, con la que
se observ6 una significativa reduccion de TA con el tiempo de
experimentacion.

En las relaciones entre TA y el contenido de clorofila se
observé una respuesta diferencial de TA en el tiempo, que
dependié de la clorofila. Las diferentes regresiones estadisticas
confirman que el tiempo de experimentacién ejerce un efecto
significativo en TA, que se manifiesta principalmente en su
reduccion a bajos niveles de clorofila. Los resultados aqui pre-
sentados indican que la TA observada en la etapa final del
experimento corresponde a un comportamiento de tipo inhibi-
torio, con un incremento creciente en TA conforme aumenta el
contenido de clorofila, hasta llegar a una TA 6ptima a un nivel
intermedio de clorofila. Esto es inmediatamente seguido de un
descenso gradual en TA. La relacion entre ambas variables en
esta etapa es diferente dependiendo del contenido de clorofila,
ya que se observa un cambio abrupto en el comportamiento
entre 2.08 y 26.91 ng Chla L™, que a su vez resulta en tres
diferentes curvas de respuesta (fig. 4a):

» Aumento exponencial de TA con dietas con un contenido
menor a 2.08 pg Chla L.

» TA constante con dietas con dietas con un contenido entre
2.08y 26.91 pug Chla L.

» Reduccion potencial de TA con dietas con un contenido
mayor a 26.91 pg Chla L.

Al usar la MOP como variable independiente en lugar del
contenido de clorofila se observé el mismo patron de compor-
tamiento, no obstante la varianza explicada por el modelo de
regresién fue menor que para el ajuste con la clorofila. Se
observé un aumento exponencial en TA con las dietas con
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that observed by James et al. (2001) and Hawkins et al. (1999)
for Perna canaliculus, by Hawkins et al. (2001) for Chlamys
farreri, and recently by Pascoe et al. (2009) and Strohmeier et
al. (2009) for M. edulis. The differential CR response with
dietary composition illustrates a highly flexible CR response.
At low food concentrations, CR regulation could be condi-
tioned by the imbalance between energetic yield and cost of the
feeding process (Widdows and Hawkins 1989), whereas at
high food concentration, the CR could be regulated to maintain
a constant ingestion rate (Winter 1973, 1978; Widdows et al.
1979; James et al. 2001). Accordingly, Hawkins et al. (2001)
suggested that gut volume could be a morphological limitation
that exerts control over this response. Within this context,
Willows (1992) developed a theoretical model that assumes
that the gut is always full and, therefore, the balance between
ingestion rate and gut residence time would determine the CR
regulation mechanism.

Lower trigger level

Thompson and Bayne (1972) observed an absence of any
filtration activity before the addition of food in M. edulis, fol-
lowed by a rapid increase in CR after food addition. This sug-
gests the existence of a threshold, below which the filtration
activity is inactivated. Winter (1978) and Newell et al. (2001)
also suggested the existence of this threshold. The lower trig-
ger level of M. edulis has been established for diets containing
0.5-1.0 ug Chla L (see review by Dolmer 2000, Pascoe et al.
2009). The results of the present study do not show a total
cessation of CR for any experimental diet (fig. 2); however, a
significant decrease in CR with experimental time (table 2)
was observed when the mussels were given diets containing
less than 2.08 ug Chla L (fig. 2a). The Pearson variation
coefficient for CR during the last period of the experiment was
significantly higher in these treatments (fig. 4b), showing high
variability between individuals. This is caused by an “all or
nothing” response; that is, some individuals filter at maximum
capacity while others sharply reduce their filtration activity.
These results are in very good agreement with Pascoe et al.
(2009) who observed that the number of feeding animals was
lower at low concentration diets. Their study also highlighted a
greater standard deviation at low concentration diets. This
dichotomic response suggests an on/off switch instead of a pro-
gressive control mechanism, as indicated by Bernard (1983).

Given the definition of a lower trigger level and the
absence of filtration cessation in all individuals under the same
diet, the results of the present survey do not allow a strict quan-
tification of the lower trigger level. Nevertheless, under the
experimental conditions described, a sharp reduction of CR
may occur in some M. galloprovincialis individuals fed diets
containing less than 2.08 ug Chla L. This chlorophyll con-
centration could be the lower threshold, below which the ener-
getic cost of feeding is not compensated by the energetic yield
of the food ingested (Widdows and Hawkins 1989). The CR
reduction under prolonged exposure to meagre diets could be
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menos de aproximadamente 0.4 mg MOP L, la fase constante
con dietas con entre 0.4 y 1.7 mg MOP L-, y la potencial
reduccion de TA con dietas con mas de 1.7 mg MOP L. Este
patron de respuesta ha sido explicado teéricamente en términos
de MPT por Winter (1978), quien afirma que por encima del
umbral de baja concentracion, la tasa de filtracion se incre-
menta rapidamente y después se mantiene constante hasta lle-
gar a una concentracion de alimento a la cual se alcanza la
ingesta alimenticia maxima. Tan pronto como se logra esta
maxima tasa de ingestion, la tasa de filtracion disminuye de
manera continua para que la ingesta alimenticia permanezca
constante. Esta explicacion es congruente con lo observado por
Widdows et al. (1979) en el sentido de que por encima del
umbral de produccion de pseudoheces, el equilibrio entre TA'y
la produccion de pseudoheces proporciona a M. edulis una tasa
de ingestion constante. Este patron es similar al observado por
James et al. (2001) y Hawkins et al. (1999) en Perna canalicu-
lus, por Hawkins et al. (2001) en Chlamys farreri, y reciente-
mente por Pascoe et al. (2009) y Strohmeier et al. (2009) en M.
edulis. La respuesta diferencial de TA con la composicion de la
dieta demuestra su gran flexibilidad de respuesta. A bajas con-
centraciones de alimento, la regulacion de TA puede estar con-
dicionada por el desequilibrio entre el costo y el rendimiento
energético del proceso alimenticio (Widdows y Hawkins
1989). Por otra parte, a altas concentraciones de alimento la TA
podria estar siendo regulada para mantener una tasa de inges-
tion constante (Winter 1973, 1978; Widdows et al. 1979;
James et al. 2001). Consistentemente, Hawkins et al. (2001)
sugieren que el volumen del tracto digestivo podria ser una
limitante morfoldgica que controle esta respuesta. En este con-
texto, Willows (1992) desarroll6 un modelo tedrico que supone
un tracto digestivo siempre lleno, y por lo tanto seria el equili-
brio entre tasa de ingestion y tiempo de residencia en el tracto
digestivo el mecanismo que regularia la TA.

Umbral de activacion

Thompson y Bayne (1972) observaron la ausencia de acti-
vidad filtradora antes de suministrar el alimento a M. edulis,
seguida de un subito incremento en la TA tras la adicion del
mismo. Esto sugiere la existencia de un umbral por debajo del
cual se inactiva la filtracion. Winter (1978) y Newell et al.
(2001) también sugieren la existencia de este umbral. El
umbral de activacion de M. edulis ha sido establecido para die-
tas que contienen de 0.5 a 1.0 pg Chla L (ver revision de
Dolmer 2000, Pascoe et al. 2009). Los resultados del presente
estudio no muestran una reduccidn total de TA con ninguna de
las dietas experimentales (fig. 2); sin embargo se observo su
disminucién significativa con el tiempo de experimentacion
(tabla 2) cuando se suministré a los mejillones dietas con
menos de 2.08 pg Chla L (fig. 2a). En estos tratamientos, el
coeficiente de variacion de Pearson para TA fue significativa-
mente mayor durante el periodo final de experimentacion (fig.
4b), mostrando una gran variabilidad entre individuos. Este
fendmeno es causado por una respuesta de tipo “todo o nada”;
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interpreted as a physiological response designed to reduce
water transport through the gills and mantle cavity and, there-
fore, reduce respiration and metabolic rate (Jgrgensen et al.
1988). The residual CR observed in some individuals could be
interpreted as a partial opening of the valves that allows a
reduction of the metabolic rate, avoiding anaerobic metabolism
(Widdows et al. 1979).

Saturation reduction

A decrease in CR in mussels given high-chlorophyll diets
has been observed in several studies. Riisgard (1991) and
Clausen and Riisgard (1996) established that CR in M. edulis is
reduced when given a diet containing more than ~19 and
16.25 ug Chla L, respectively. Recently, Pascoe et al. (2009)
established this threshold at ~6 pug Chla L. In the case of
Perna canaliculus, Hawkins et al. (1999) observed a threshold
at 1.11 + 0.42 pg Chla L, whereas James et al. (2001)
reported a level of 0.45 pg Chla L. Hawkins et al. (2001)
observed maximum CR in Chlamys farreri fed 5 ug Chla L
and a decrease at higher chlorophyll concentrations.

The results of the present study confirm that, under the
experimental conditions described, diets containing more than
26.91 ug Chla L cause the CR of M. galloprovincialis to
decrease. The reduction in CR is observed throughout the
experiments (fig. 3a). The low Pearson variation coefficient
observed in these treatments for the relationship between CR
and chlorophyll during the last period of the experiment
(fig. 4b) suggests that CR is homogeneous for all individuals;
that is, the “all or nothing” response is not observed at high
chlorophyll concentrations. This homogeneous behaviour and
the continuous decrease in CR with chlorophyll (potential
regression, fig. 4a) could suggest that the saturation reduction
is controlled by a progressive threshold instead of an on/off
switch.

The reduction in CR at high food concentrations has been
widely studied though there is no general consensus explaining
this behaviour (Widdows et al. 1979; Kigrboe et al. 1980;
Riisgard 1991; Newell and Shumway 1993; Clausen and
Riisgard 1996; Smaal and Twisk 1997; Hawkins et al. 1999,
2001; James et al. 2001; Velasco and Navarro 2002). The
results of the present study show a statistically significant rela-
tionship between CR and chlorophyll content, suggesting that
CR is regulated by the food concentration, which means that it
is not a simple response to exposure to adverse conditions.
This behaviour could be interpreted as a physiological adjust-
ment to optimize energy uptake (Winter 1978, Bayne et al.
1993, Velasco and Navarro 2002), a process in which the selec-
tion and rejection in ctenidio and labial palps could also be
involved (Shumway et al. 1985, Bayne et al. 1993, Ward and
Shumway 2004).

In summary, the CR values reported in the present study are
in good agreement with those observed under natural condi-
tions for M. galloprovincialis (Navarro et al. 1991, Iglesias et
al. 1996, Babarro et al. 2000). Considering the change
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es decir, que algunos individuos filtran a su maxima capacidad
mientras otros reducen abruptamente su actividad filtradora.
Nuestros resultados concuerdan con los de Pascoe et al.
(2009), quienes observaron que el nimero de animales que se
alimentaban era menor cuando se suministraban dietas de baja
concentracion. De la misma manera, su estudio resalta una
mayor desviacién estandar en la respuesta con dietas de baja
concentracion. Esta respuesta dicotémica sugiere la existencia
de un mecanismo de tipo encendido/apagado en lugar de uno
de control progresivo, como lo indica Bernard (1983).

Dada la definicidn del “umbral de activaciéon” y la ausencia
de un cese de la filtracién generalizado en todos los individuos
con la misma dieta, los resultados del presente estudio no per-
mitieron una cuantificacion estricta de dicho umbral; sin
embargo, en las condiciones experimentales descritas se podria
dar una abrupta reduccién en la TA de algunos individuos de
M. galloprovincialis ante un contenido de clorofila <2.08 pg
Chla L-L. Esta concentracion de clorofila podria representar el
umbral de activacion debajo del cual el costo energético de
alimentarse no es compensado por el aporte de energia del ali-
mento ingerido (Widdows y Hawkins 1989). La reduccion de
TA tras la exposicion prolongada a dietas pobres podria ser
interpretada como una respuesta fisioldgica desarrollada para
reducir el transporte de agua a través de las branquias y la cavi-
dad paleal, y asi disminuir la respiracion y la tasa metabdlica
(Jergensen et al. 1988). La TA residual observada en algunos
individuos podria ser interpretada como una apertura parcial de
las valvas que permite disminuir la tasa metabodlica y evitar la
activacion de la fase anaerobia del metabolismo (Widdows et
al. 1979).

Umbral de saturacion

En diversos estudios se ha observado una disminucion de
TA en mejillones alimentados con dietas ricas en clorofila.
Riisgard (1991) y Clausen y Riisgard (1996) establecieron que
la TA de M. edulis disminuye cuando su dieta contiene més de
~19 y 16.25 ug Chla L, respectivamente. Recientemente
Pascoe et al. (2009) establecieron este umbral a ~6 ug Chla
L-%. En el caso de Perna canaliculus, Hawkins et al. (1999)
observaron un umbral a 1.11 + 0.42 pg Chla L, mientras que
James et al. (2001) reportaron uno a 0.45 pg Chla L.
Hawkins et al. (2001) observaron una TA maxima en Chlamys
farreri alimentada con 5 ug Chla L=, que disminuyé con con-
centraciones de clorofila mayores.

Los resultados del presente estudio confirman que, en las
condiciones experimentales descritas, las dietas con méas de
26.91 pg Chla L causan una disminucion de la TA en M.
galloprovincialis. Esta reduccién se observé en todos los expe-
rimentos (fig. 3a). El bajo coeficiente de variacion de Pearson
para la relacién entre TA y contenido de clorofila observado en
estos tratamientos durante la etapa final de experimentacién
(fig. 4b) sugiere una TA homogénea para todos los individuos;
es decir, que a altas concentraciones de clorofila no se observa
la respuesta de tipo “todo o nada”. Este comportamiento
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observed for CR throughout the experiment, the results suggest
that time exerts a significant effect on CR, which is mainly
manifested in the reduction of CR at extreme chlorophyll con-
tents. This reduction is stronger in low than in high chlorophyll
content diets. Although the lower trigger level cannot be
strictly quantified, prolonged exposure to diets containing less
than 2.08 ug Chla L™, or approximately 0.4 mg POM L™,
given the high correlation between chlorophyll and organic
content, caused a sharp change in the CR of some individuals.
This response is controlled by an on/off switch: individuals
that filter at maximum capacity and others at reduced CR.
From this chlorophyll threshold upwards, the mussels filter at
maximum capacity until the saturation reduction threshold is
reached. This progressive threshold begins at about 26.91 pg
Chla L7, or approximately 1.7 mg POM L. The behavioural
pattern of CR during the last period of the experiment is in
agreement with other studies (Hawkins et al. 1999, 2001;
James et al. 2001; Pascoe et al. 2009) and theoretical argu-
ments (Winter 1978), whereby the CR of M. galloprovincialis
shows a highly flexible behaviour depending on the character-
istics of the diet.
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