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1.0 INTRODUCTION  

In this study, we investigated the cadmium uptake and efflux kinetics in the oyster Crassostrea gigas collected in 
two sampling events from five oyster farms along the west coast of the U.S.  One of the main goals of this study 
was to determine if there were any metal physiological differences among the oyster populations and examined 
the effects of environmental factors, such as metal concentrations, food concentration and food type, in addition 
to biological factors such as body size on cadmium uptake by the oysters. We also quantified the metallothionein 
concentration and subcellular cadmium distribution in the oysters so as to provide information on differences of 
metal detoxification among these populations.  

2.0 METHODS 

Laboratory experiments of cadmium uptake in U.S. west coast Pacific oysters (C. gigas) were performed at the 
Hong Kong University of Science and Technology using the radiotracer cadmium‐109 (Cd109).  In order to provide 
seeds of adequate sizes (less than 3‐cm maximum length or width) for laboratory experiments, oyster seed from a 
single hatchery were collected and placed at five sites to grow at each site’s environmental conditions for three 
months.  This setup ensured the animals were the correct size and were obtained from a known source.  The 
oysters were shipped overnight to Hong Kong July and October 2005 (original site temperature and salinity ranged 
from 13°C – 19°C  and 24 psu – 29 psu, respectively) and acclimated in the laboratory for 1 week 24 °C at 26 psu 
prior to the experiments. They were continuously fed with the diatom Thalassiosira pseudonana (clone 3H) during 
the acclimation period. 

In order to determine the pathways of cadmium accumulation in oysters, controlled laboratory experiments were 
designed to ascertain the relative contributions of cadmium from sources such as food (suspended particles vs. 
phytoplankton) and overlying water (i.e. dissolved phase). The measurements of cadmium influx rates (uptake 
from dissolved phase), efflux rates (depuration), food ingestion rates, growth rates, assimilation efficiencies (AE) 
and cadmium partitioning into organs and subcellular fractions were used to predict cadmium concentrations in 
oysters under different environmental conditions.  

2.1 CADMIUM  CONCENTRATION  IN SOFT  TISSUES  (BODY  BURDEN)  

For each population, 10 individual oysters were sampled for quantification of cadmium concentration in the soft 
tissues. The oysters were dissected and the soft tissues were gently blotted in clean paper towels and individually 
placed into acid‐cleaned glass tubes. The wet weight was determined and the dry weight was obtained by drying 
the tissue at 80°C to constant weights. Afterward, concentrated Ultrapure HNO3 was added to digest the dry 
tissues. The digests were subsequently diluted with NANOpure® water and the metal concentrations were 
analyzed by Inductively Coupled Plasma‐Mass Spectroscopy (ICP‐MS) and Polarized Zeeman Atomic Absorption 
Spectrophotometer. Random checks were made with a standard reference material (1566b Oyster tissue, US 
Department of Commerce, Technology Administration, National Institute of Standards and Technology, 
Gaithersburg, MD, USA) and agreement was within 10 %. The Cd tissue concentrations were expressed as μg/g dry 
weight and wet weight. 

2.2 SUBCELLULAR  CADMIUM  CONCENTRATION  

The subcellular fractionation of cadmium was quantified only in the October 2005 experiment.  The subcellular 
concentration of cadmium in oysters was quantified using a modified method of Wallace et al. (2003). Five oysters 
from each population were dissected and soft tissue wet weights were measured. Afterwards, the soft tissue was 
homogenized in 2 ml of 20 mM Tris‐base buffer (pH 8.6) with 10 mM antioxidant 2‐Mercaptoethanol and 0.1 mM 
freshly prepared protease inhibitor, Phenylmethylsufonyl fluoride. The homogenate was centrifuged at 1,500 g (15 
min at 4 °C). The supernatant was further centrifuged at 100,000 g for 30 min at 4 °C to separate the cytosol from 
the organelles (ORG) i.e., intracellular pellets containing nuclear, mitochondrial and microsomal fractions. 
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Following heat treatment (10 min at 80 °C) and ice‐cooling (15 min), the 100,000 g supernatant was centrifuged 
again at 5,000 g for 10 min at 4 °C. The final supernatant contained the heat‐stable proteins or metallothionein‐like 
proteins (MTLPs) and the pellets contained the heat sensitive proteins (HSPs) due to heat denaturation. The 1,500g 
pellets that included the tissue fragments and cellular debris were dissolved in 1 N sodium hydroxide at 80°C, then 
centrifuged at 5,000 g for 10 min to separate the cellular debris (CD) and metal‐rich granules (MRG). The metal 
concentrations in the five fractions – MTLP, HSP, ORG, CD, MRG were determined using the method described 
above, and were expressed as ng/g wet weight of the whole soft tissue (Figure A‐1).  

2.3 METALLOTHIONEIN  CONCENTRATION  

Metallotheionein (MT) concentrations in the oysters was only determined in the October 2005 experiment.  The 
MT concentration in the oysters was determined using a modified silver (Ag) saturation method (Scheuhammer 
and Cherain 1986, Scheuhammer and Cherian 1991, Leung and Furness 1999). The wet weights of five individuals 
from each population were determined after dissection by gently blotting the tissue in a paper towel and placing 
the body mass in a pre‐weighed aluminum cup before weighing. The tissues were then homogenized individually in 
2 mL Tris‐base buffer (prepared as above), followed by centrifugation at 20,000 g for 20 minutes at 4 °C. 
Subsequently, 0.3 mL of the supernatant was mixed with 0.5 mL of 20 μg Ag/mL with 110mAg (7.4  kBq/mL) in 0.5 M 
glycine buffer. The mixture was incubated at room temperature for 10 minutes to saturate the MT with excessive 
silver. The silver not bound with MT was then removed by adding 0.1 mL rabbit blood cell haemolysate, heating for 
5 minutes at 100°C and centrifuging for 5 minutes at 785 g. The addition of haemolysate, heating and 
centrifugation were repeated twice. The supernatant obtained was further centrifuged for 20 minutes at 17,100 g. 
The amount of silver remaining in the final supernatant was quantified by measuring the activity of 110mAg. The MT 
concentration was calculated as 3.55 times the silver concentration and expressed as μg/g wet weight of the 
oyster (Scheuhammer and Cherian 1991). Figure A‐2 shows the concentrations of MT for each population.   

2.4 CLEARANCE RATE  AND  CONDITION INDEX  

Ten oysters from each population were placed individually into polypropylene beakers containing 1.5 L of 0.22 μm 
filtered seawater. After the oysters opened their valves and pumped water normally (usually within 10 minutes), 
the diatom Thalassiosira pseudonana (filtered from their growth medium) were added into each beaker at a 
concentration about 104 cells/ml. In each beaker, the algal cells were kept in suspension with a magnetic stir bar 
over a stir table. Immediately after adding the algae, a 10 mL aliquot water sample was removed from each beaker 
and the cell density was counted using a Coulter Counter (Z1, Coulter). Further water samples were taken at 20 
minutes and 40 minutes and the cell density was determined. After measuring the clearance rates for each 
population, the mussels were dissected. The soft tissues and shells were dried at 80 °C overnight to determine the 
tissue dry weights and shell dry weights, respectively. Figure A‐3 shows the clearance rates for each population. 

Clearance rates were calculated using the following equation (Widdows et al., 1997) 

CR= Vol × [ ln(C1) – ln(C2) ] / t 

where CR is the clearance rate (L/g ∙ h), C1 is the cell density (cell/mL) at time 1, C2 is the cell density at time 2, t is 
time of measurement increment (i.e. t2−t1, in hours), and Vol is the volume of water (L). The clearance rate for 
each individual population was calculated from the mean of the two consecutive measurements.  

The condition index (CI) of oysters represents an ecophysiological approach to estimate meat quality and yield in 
cultured bivalve mollusks and is an important indicator of how well the oyster has utilized the internal cavity 
volume for tissue growth. In addition, CI has been used as a tool to estimate the effect that different 
environmental factors have on oyster meat quality (Mercado‐Silva 2005).  The CI was expressed as 100 % x (tissue 
dry weight / shell dry weight) (Rainer & Mann 1992). Figure A‐3 shows the condition index for each population. 

2.5 ASSIMILATION  EFFICIENCY (AE)  ‐ DIFFERENT  FOOD  TYPES  AND  DIFFERENT  
DIATOM CONCENTRATIONS  
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The incorporation of trace metals from food can be the main path of metal uptake into aquatic invertebrates. The 
following experiments measured assimilation efficiency of Cd from different food types and different diatom 
concentrations. 

2.5.1 Assimilation efficiency  from  phytoplankton 

The diatom T. pseudonana (clone 3H) was radiolabeled with gamma‐emitting radioisotopes 109Cd as described in 
(Wang and Fisher, 1996a). Radioactivity additions were 185 kBq for 109Cd (in 0.1 N HCl). After 4 days, the cells had 
undergone greater than four divisions and were considered uniformly labeled. These cells were collected on a 3‐
μm polycarbonate membrane and resuspended in 50 mL of water before being added to the feeding beakers. Ten 
individuals from each population of C. gigas were individually placed in 500 mL of 0.22 μm filtered seawater. Algae 
were added to each beaker to give a cell density between 4 and 5×104 cells/mL. Further additions were made at 10 
minutes intervals to maintain this approximate cell density. After 30 minutes of feeding on radiolabeled diatoms, 
the oysters were rinsed in seawater and analyzed for their radioactivity. Potential radiotracer uptake from the 
aqueous phase (due to desorption from the radiolabeled diatoms) was negligible compared with the total 
ingestion of radiotracers from diatoms within the 30 minutes period (Chong and Wang, 2000).  

2.5.2 Depuration rates  

Five individual oysters with the highest activity counts were selected and placed into separate polypropylene 
beakers (180 mL seawater) held in a 20 L enclosed recirculating flow‐through aquarium tank containing seawater 
of 26 psu salinity (Wang et al., 1995). Unlabeled T. pseudonana was fed to the oysters at a ratio of about 1 to 2% of 
their tissue dry weight per day. In the July 2005 experiment, radioactivity retained in the oysters was measured 
over a 60‐hours depuration period at intervals from 1.5 to 12 hours, whereas in the other (October 2005) 
assimilation efficiency experiments, depuration period was shortend and assimilation efficiencies were determined 
as the percentage of initial radioactivity retained in the oysters after 24 hours of depuration since percentage of 
cadmium retained in the oysters at 24 hours became constant. Any feces egested by the animals during the 
depuration period were collected regularly to minimize desorption of radiotracers from fecal matter into the 
water.   

2.5.3 Assimilation efficiency  from  different  phytoplankton 
concentrations  

We also tested the effect of food quantity on cadmium AE by C. gigas on two populations.  Only one population 
was selected for the July 2005 experiment – Thorndyke Bay, WA (SQB), and one for the October 2005 experiment ‐ 
Humboldt Bay, CA (HUM). Four different concentrations of the diatom T. pseudonana were used: 0.2, 0.5, 2 and 5 
mg/L, which encompassed the food concentrations below and above the pseudofeces production (Widdows et al., 
1979; Wang, 2002). A higher concentration of 10 mg/L was also tested in the October 2005 experiment. In each 
diatom concentration treatment, there were five individual oysters. The food concentrations were maintained 
constant within the treatment during both the pulse radioactive feeding and the depuration periods. Other 
procedures followed the description above. 

2.5.4 Assimilation efficiency  from  sediments  

The assimilation efficiency (AE) of cadmium by the Pacific oysters fed sediment particles was measured similarly to 
the procedures described above. Dry oxic sediment (10 mg) from each oyster collection site was radiolabeled with 
5 μCi (185 kBq) 109Cd and the pH was equilibrated to 8.0 with 1 N NaOH.  Once radiolabeled, the sediment slurry 
was allowed to rest for 3 days. The sediment was then collected by centrifugation at 2,180 g for 5 minutes twice 
and resuspended in 1.5 mL of 0.22 μm filtered seawater before the assimilation measurements. The particles were 
then added to 1 L of 0.22 μm filtered seawater at a particle load of 10 mg/L. Individual oysters were allowed to 
feed on the radiolabeled particles for 30 minutes, and the sediment was added into each treatment at T=0, 10 and 
20 minutes. During which, no radiolabeled feces were produced. Afterward, the oysters were then rinsed and 
radioassayed.  
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2.6 DISSOLVED  UPTAKE  RATE ‐ DIFFERENT  CADMIUM  CONCENTRATIONS  AND  
BODY SIZE 

Metal dissolved uptake rate describes the rate at which the oysters take up metals from the dissolved phase. A 
short exposure time (1 hour) was chosen to measure uptake rate so that  

• Efflux has minimal influence on tissue concentration  

• Decrease in metal concentration in ambient experimental water is minimized due to uptake by the 
oysters  

• Oyster ventilation activity, caused by the absence of food, is minimized. 

Stable Cd at 0.5, 2, 10, and 50 μg/L and 109Cd (3.7 kBq/L equivalent to 0.03 μg/L stable Cd) were equilibrated 
overnight before the uptake experiments. Ten oysters from each population were carefully cleaned and placed 
individually into 200 mL of 0.22 μm filtered seawater with the addition of stable Cd and 109Cd, for 1 hour. After 
exposure, the oysters were dissected and the radioactivity of the soft tissues was measured. The tissues were then 
dried at 80°C overnight to determine the dry weights. The influx rate was calculated as the amount of metal 
accumulated by the oysters and was standardized as per gram tissue dry weight per hour (ng/g∙h). Dissolved 
uptake rate constant (L/g∙d) was calculated by dividing the influx rate over the concentration. The rates were 
subsequently compared among the experimental populations. 

To evaluate the effect of body size on the dissolved metal uptake, 20 oysters ranging from 0.01 to 6 g dry weight 
were collected from each population for the July experiment. The oysters were similarly exposed to the 
radioisotopes and stable Cd (2 �g/L) as described above. Since the October oysters had a smaller size range (0.01 ‐ 
0.15 g dry wt.), all oysters from populations with variable size ranges that were exposed to different Cd 
concentrations, were pooled from the October dissolved uptake experiment for data analysis.  

2.7 EFFLUX  RATE  

The efflux rate was determined for the July populations only. Ten oysters from each population were maintained in 
clean seawater and fed with 109Cd radiolabeled (37 kBq/L) diatom T. pseudonana for 2 hours each day. These 
diatoms had been radiolabeled with 109Cd for 4 days (as described above) and were filtered from the growth 
medium, rinsed, and resuspended in clean seawater before being fed to the oysters. The seawater was renewed 
every day after the radioactive feeding period. After 6 days of feeding oysters on radiolabeled food (i.e. 2 h/d), the 
oysters were radioassayed and then placed into an enclosed recirculating seawater aquarium (as described above) 
to depurate the 109Cd for a period of 21 days. During the course of depuration, the aquarium seawater was 
changed every 2 days, and nonradioactive T. pseudonana was fed twice daily at a ration of about 2 % oyster dry 
weight per day. The radioactivity retained in each individual was counted periodically, and fecal pellets were 
collected frequently. On the first and the last day of depuration, three individuals from each population were 
dissected to determine the radioactivity in the shell and soft tissue. Efflux rate constant (ke, d

‐1) was determined 
from the slope of the linear regression between the natural log (ln) % Cd retained in the oysters against the 
depuration time (d). Since depuration of Cd of all populations was linear over time, ke was calculated from day 0 to 
21.  

2.8 RADIOACTIVITY  MEASUREMENT  AND  STATISTICAL  ANALYSIS  
109Cd radioactivity was measured by a Wallac gamma counter. Spillover from the higher energy window to the 
lower energy window of radioisotopes was corrected and all counts were related to standards for each isotope. 
The gamma emissions of 109Cd were determined at 88 keV. Counting times in all samples were adjusted so that the 
propagated counting errors were typically < 5 %.  

Statistical difference among different treatments was performed by one‐way ANOVA (p < 0.05) and significant 
differences between populations were analyzed by the Tukey Multiple Comparison Post Hoc tests. Linear 
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regression analysis was performed for the correlations between dissolved uptake rates and Cd concentration or 
body size. 

3.0 RESULTS  

This section summarizes the results of biokinetic experiments performed on oyster seeds.   

3.1 SUBCELLULAR  CD  DISTRIBUTION   

Subcellular Cd concentration was measured for the October oyster populations only. The oyster tissue was 
fractioned into soluble (MTLP, HSP and organelles) and insoluble fractions (MRG and CD) for Cd concentration 
analysis (see Section 4.3 for details). Since the concentration of Cd in the CD was below the detection limit, it was 
not presented in this study. Generally, concentration of Cd was similar (0.10 – 0.38 �g/g wet wt.) in all subcellular 
fractions with the exception of Oakland Bay (OAK) oysters, which had higher Cd concentrations in the soluble 
fractions, especially in the MTLP fraction (Figure A‐1). 

 

3.2 METALLOTHIONEIN  CONCENTRATION    

Metallothionein concentration was measured for the October oyster populations only. Metallothionein 
concentration in the oysters was similar among populations (57.41 – 73.03 �g/g wet wt.) (Figure A‐2).  

3.3 CLEARANCE RATE    

The July oyster populations had comparable clearance rates (7.99 – 14.02 L/g∙h), with the exception of the Eld Inlet 
(ELD) population which had a very low clearance rate of 0.91 L/g∙h (Figure A‐3). The ELD population had a high 
mortality in the laboratory and the low filtration rate could be associated with stress imposed during transport and 
acclimation to the new laboratory environment. The temperature and salinity at Eld Inlet in July 2005 averaged 
from 16°C and 29 psu, respectively, and the new water at the laboratory was at 24 °C at 26 psu prior to the 
experiments; a difference of 8°C and 3 psu. 

The October populations survived well in the laboratory. They had variable and higher clearance rates (5.61 – 
70.06 L/g∙h) than the July populations. Among the October populations, the Humboldt Bay (HUM) oysters had the 
highest clearance rate (70.06 L/g∙h) and the triploid oysters from Oakland Bay (OAK T) had the lowest clearance 
rate (5.61 L/g/h). In addition, when looking at differences in ploidy, OAK T oysters had a lower clearance rate than 
the Oakland Bay diploid oysters (OAK D).  

3.4 CONDITION INDEX    

Condition index (CI) was similar among the July populations with the exception of Thorndyke Bay (SQB) oysters 
when compared to oysters from Willapa Bay Central (WBC) and Netarts Bay (NET) (Figure A‐3). Condition index of 
ELD oysters was similar to the other oyster populations.  The CI for ELD was determined from oysters that were 
sampled immediately after transportation to the laboratory and cannot explain the high mortality for that 
population during the experimental period. Therefore, when taking into account the large differences in 
temperature and salinity from its original site as discussed above, it is evident that ELD survived well in the field, 
but may have been stressed during transport and did not adapt to the laboratory conditions. The CI for the 
October population was similar to the July population.  OAK T had a significantly higher (p < 0.01) CI than any of 
the other oyster population including OAK D.  

3.5 DIATOM DIET  

There were no significant differences in AEs of Cd from the diatom diet in the July populations (Table A‐1, Figure A‐
4). All July populations depurated Cd at the same rate for the first and second compartments with an average Cd 
assimilation efficiency of 44%.  Some of the October oysters had higher dietary uptake of Cd from diatom than the 
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July populations [e.g. 61% for HUM and 64% for Thorndyke Bay, WA (TAY) (Table A‐1, Figure A‐4)]. The October 
populations can be grouped according to their AEs: TAY ≥ HUM > OAK D = OAK T.    

Different diatom concentrations affected the assimilation of Cd in the oysters. Both July and October experiments 
demonstrated that the AE of Cd by the oysters decreased with increasing concentration of diatom cells (Table A‐1). 
AE of diatom at different food concentrations was only determined for the SQB (July) and HUM (Oct) populations. 
The AE of Cd at diatom quantity of 0.2 and 0.5 mg/L was similar by the SQB and HUM populations. Then the AE 
decreased from food quantity of 2 mg/L, although it was not noticeable in the HUM population at 5 mg/L, and 
most obvious at 10 mg/L. 

3.6 SEDIMENT  DIET  

AEs of Cd from a sediment diet was however lower (Table A‐1, Figure A‐4). The SQB population did not feed on 
sediment.  Therefore, no AE was determined for SQB. The highest Cd uptake from the sediment diet was 29.86 % 
for the ELD population.  However, it was 7 % lower than the lowest AE from the diatom diet. Oysters from the 
Hama Hama (HAM) population had the lowest assimilation efficiency of Cd from the sediment diet among all July 
populations.  

3.7 PULSE‐FEEDING  DEPURATION  

The depuration of Cd by the oysters after a diatom and sediment pulse‐feeding exposure can be divided into two 
compartments – a fast and a slow compartment as shown in Figure A‐4.  The oysters released most of Cd in the 
first 6 hours (0 – 6 h, fast compartment). Subsequently, the percentage of Cd retained in the oysters was almost 
constant over the depuration period (> 6 h, slow compartment).  

Depuration or efflux of Cd after feeding to labeled diatom for 6 days followed a single compartment pattern 
(Figure A‐5). Rate of loss among populations was significantly different. ELD had the fastest efflux rate and the 
depuration of Cd in the other populations was 2x slower. 

3.8 CD  DISSOLVED UPTAKE    

Dissolved uptake rate constants (Ku) are calculated by dividing the dissolved uptake rate over the concentration of 
Cd in the oysters exposed to different concentrations of Cd.  

Dissolved uptake rate of Cd increased with increased Cd concentrations in the water (Figure A‐6). The regression 
was linear (data were plotted on log scale) for both the July and October populations. There were marked 
differences in Ku among populations of the July oysters (p < 0.01, Table A‐2), with the exception of NET and SQB 
populations, which had the highest Ku values. The ELD population had the lowest Ku (Figure A‐6). The October 
populations had higher Ku values than the July populations (Table A‐2) and the Ku among the October populations 
were similar except for the TAY population which had the lowest Ku.  

Body size of most July populations was negatively correlated to the dissolved uptake rate (5 out of 6 populations) 
(Table A‐3 and Figure A‐7). The relationship was less obvious (significantly different regressions in 2 out of 4 
populations) when oysters were pooled from the October populations at different concentrations of Cd (Table A‐3 
and Figure A‐8) and they showed positive correlations between body size and dissolved uptake of Cd. In general, 
relationship between body size and dissolved uptake rate of oysters is population dependent. 

4.0 DISCUSSION 

Oysters from the OAK population may have better capability of detoxifying Cd than the other oyster populations 
because they stored more Cd in the MTLP (40 % of total Cd, when Cd in the cellular debris portion was neglected). 
MT is a common metal detoxification protein in bivalves and it is often induced by metals (Mason and Jenkins, 
1995). The Pacific oysters in the chronically Cd contaminated site (Gironade estuary, France) stored 40 – 60 % Cd in 
the soluble form and 30 – 40 % of this fraction was chelated with the metallothioneins (Boisson et al., 2003). This 
chelation may reduce the toxicity and bioavailability of Cd to the oysters. The higher association of Cd to the MTLP 

Appendix A    page 6 



may also imply higher bioavailability of Cd to humans through oyster consumption because the soluble fractions ‐ 
MTLP, HSP and organelles are considered the trophically available fractions (Wallace and Luoma, 2003), whereas 
the insoluble fractions, i.e., MRG and cellular debris are often not available to the predators (Nott and Nicolaidou, 
1989; 1990; 1993; Wallace and Lopez, 1997). Wallace and Luoma demonstrated that metals binding to the 
trophically available fractions was size dependent in the clam M. balthica (Wallace and Luoma, 2003), but it was 
not clearly noticed for C. gigas in this study due to small sample number and similar size of oysters used for the 
subcellular fractionation.  

Clearance rate can indicate the physiological condition and affects the metal accumulation in the bivalves. Higher 
clearance rate means higher water pumping rate and more metals passing through the gills, in addition, it implies 
more food passing the gut, thus affects the amount of metals assimilated from ingestion. The October populations 
in general, had a higher clearance rate than the July populations. This biological variation may be caused by the 
seasonal fluctuation in food availability or biological adaptation to their local food availability. When there is less 
food in late autumn (October) than summer (July), the oysters may pump faster to attain more food to maintain 
their basic metabolism. Alternatively, the Oct population may have developed a stronger adductor muscle for 
filtration to adapt to the local food availability. The food concentration in the field however, was not investigated 
in this study. Despite of a higher clearance rate, the Oct populations had similar energy reserve (dry to wet wt. 
ratios) as the Jul populations.  

It is clearly demonstrated in this study that there was variation in Cd uptake from the dissolved phase among 
populations of the oysters. In addition, the relationship between the clearance rate and dissolved uptake was 
population dependent, for instance, SQB had the highest dissolved uptake rate constant within the Jul population, 
but HUM had the highest clearance rate; whereas the lowest dissolved uptake constant of ELD may relate to their 
low clearance rate, similarly for the overall higher dissolved uptake constants and clearance rate in the Oct 
populations than the Jul populations. In general, the oysters had more than 10x higher Cd dissolved uptake rate 
constant than the other bivalves such as the mussels M. edulis (Wang et al., 1996; Wang and Fisher, 1999b), P. 
viridis (Chong and Wang, 2001), Septifer virgatus (Wang and Dei, 1999) the clams R. philippinarium (Chong and 
Wang, 2001; Ng and Wang, 2004), Potamocorbula amurensis and M. balthica (Lee et al., 1998) and again, the 
oysters had higher clearance rate (10 – 80 l g‐1 h‐1) than the others (typical clearance rate for the clams and 
mussels: 1 ‐ 10 l g‐1 h‐1). However, the intra‐specific difference in clearance rate cannot completely account for the 
difference in dissolved metal uptake rate constants among the bivalves (Chong and Wang, 2001). Smaller oysters 
had lower Cd dissolved uptake rate than the larger oysters in the Jul populations and this was similarly observed 
for Cd and Zn uptake in the mussels and clams (Lee et al., 1998; Wang and Dei, 1999). Their influx rate decreased 
in a power function with increasing body size and it can be explained by the size‐specific metabolic rates (Boyden, 
1974; Ringwood, 1989; Newman and Heagler, 1991) or the changes in gill surface area (Wang and Fisher, 1997). 
This relationship however was not observed for the Oct populations. The relationship may be offset by pooling 
oysters from different sites. In fact, positive, negative and neutral relationships may be found between tissue 
metal concentration and bivalve size in natural populations and the relationship is complicated by effects of 
growth and long‐term changes in metal partitioning among intracellular components (Strong and Luoma, 1981; 
Wallace et al., 2003).  

Uptake of metals from diet can be a significant route of metal accumulation in the bivalves. For clams, trophic 
transfer is more important than the dissolved uptake in the overall Cd and Zn accumulation because they have 
relatively high Cd and Zn assimilation efficiency and low dissolved uptake rate constant (Chong and Wang, 2001). 
Assimilation of metals from the phytoplankton by the oysters are generally higher than the mussels and clams e.g., 
50‐55 % for Cd in the oysters Crassostrea rivularis, Saccostrea glomerata (Ke and Wang, 2001) and 37‐64 % in C. 
gigas (this study); whereas only 10‐40 % in the mussels M. edulis, P. viridis (Wang et al., 1996; Chong and Wang, 
2000) and 22‐55 % in the clam R. philippinarium (Chong and Wang, 2000), therefore it may imply that Cd uptake 
from the diet is a main exposure pathway for the oysters, however considering a similarly high Cd dissolved uptake 
rate constant, it is difficult to delineate the importance of dietary and dissolved exposure on the Cd accumulation 
of the oysters in this study AE of metals generally depends on the gut chemistry and physiology of the bivalves, 
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e.g., gut pH and passage time (Wang and Fisher, 1996a; Griscom et al., 2002a). AE of Cd from sediment and diatom 
by the oysters was population dependent with implication that gut physiology of the oysters from different sites 
may be somewhat different, e.g., concentrations of dissolved organic carbon, enzymes and surfactants in the gut. 
Generally, AE of metals is lower from the sediment than the living matter like phytoplankton (Wang and Wong, 
2003) because surface bound metals on the sediment are more readily to be desorbed and lost during digestion. 
Environmental factors such as distribution of metals in the cytoplasm of the phytoplankton (Reinfelder and Fisher, 
1991), food quality and quantity can also affect the assimilation of metals (Wang and Wong, 2003). Wong and 
Wang (Wang and Wong, 2003) found that Cd AE was more influenced by the quality (in terms of organic carbon 
concentration) than quantity of food in P. viridis. The Cd uptake from the phytoplankton by the oysters, was 
however affected by the diatom concentration. Higher food concentration may reduce the AE of metals because 
there is relatively shorter gut retention time for high quantity of food, thus it is less efficient to digest and absorb 
the food. In view of this, oysters living in a higher food concentration environment may have similar accumulation 
of Cd from the diet as those living in the low food environment as the effect of food quantity on metal 
accumulation is canceled out by the effect on Cd assimilation. 

The excretion of metals by the bivalves is generally independent from the environmental conditions (Wang, 2003), 
similarly found in the oysters that were collected from different sites in this study. Typical efflux rate constants in 
the bivalves are within 0.01‐0.03 d‐1 and the inter‐species variation in the metal efflux rate is rather small. 
However, there were reported variations in metal efflux rate among oysters and mussels collected from the 
coastal and estuarine zones. The coastal oyster S. glomerata had relatively lower Cd and Zn efflux rates, than the 
estuarine oyster C. rivularis (Ke and Wang, 2001). In addition, the mussel P. viridis collected from the coastal zone 
had a faster Ag efflux than those collected from the estuarine zone (Ng & Wang 2005), and this can probably be 
explained by a higher storage of Ag in the insoluble subcellular fractions of the mussels in the estuarine zone (Ng & 
Wang 2005). The difference in storage of Ag in the mussels may be caused by the different water geochemistry in 
the two hydrographic zones.  

The diploid and triploid OAK oysters had similar Cd kinetics and storage of Cd in their subcellular compartments, 
despite of the genetic variation. Genetically, triploid oysters are made partially sterile so that a change in allocation 
of energy from reproduction enables them to have a better growth. In addition, the triploid oysters may be more 
resistant to diseases and associated mortality caused by parasites (Nell, 2002). In this study, the only physiological 
difference examined between the triploid and diploid OAK oysters were the 2x heavier dry weight of the triploids 
than the diploids, also the diploids filtered water 3x faster than the triploids This physiological or genetic difference 
apparently did not affect the Cd accumulation or excretion in the two kinds of oysters. Amiard et al. (Amiard et al., 
2005) in fact, hypothesized that the higher energy available for growth of the triploid oysters may have a positive 
impact on the metal detoxification and excretion since transcription is faster with three copies of each gene. The 
positive role of heterozygosity on feeding rate and absorption efficiency has also been emphasized (Hawkins et al., 
2000). However, the triploid oysters C. gigas were demonstrated to have a lower Ag, Cd and Cu accumulation in 
their study (Amiard et al., 2005) and it may be due to the physiological changes associated with the more 
reproductive development of the diploids. On the other hand, Marie et al. (Marie et al., 2006) reported no 
significant difference in MT gene expression, MT protein synthesis and Cd accumulation in the gills of the diploid 
and triploid C. gigas. It agreed with our results on MT concentration. Both of our studies suggested that the triploid 
oysters have the same capacities to respond to Cd as diploids. 

To summarize, the Cd uptake kinetics in the Pacific oysters varied among populations, but they were similar in Cd 
detoxification and storage in the cells. Dissolved uptake rate of Cd may have a positive relationship with the 
clearance rate and negative relationship with the size of oysters. The difference in Cd kinetics may be caused by 
the variation of physiology and the ambient environment, e.g., gut physiology that contributes to the variation in 
AE, and metal concentrations, food quantity and quality that contribute to the variations of dissolved uptake rate 
constant and AE. By understanding the Cd kinetics in different populations of Pacific oysters under variety of 
environmental conditions helps to provide more information on building the bioenergetic based kinetic model for 
this commercially important species, thus monitors and protects against the Cd contamination in these oysters.   
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Table A‐1. Assimilation efficiency (%) of Cd by the oyster Crassostrea gigas feeding on different food types and 
concentrations. Mean ± standard deviation (n = 5).  
 
Population  Food type 
  Diatom  Sediment 
Jul experiment     
NET  48.06 ± 5.72a  21.52 ± 7.58ab 
WBC  37.28 ± 5.90a  24.58 ± 9.33a 
SME  47.41 ± 6.01a  17.73 ± 6.91ab 
SQB  47.62 ± 5.74a  ND 
HAM  44.60 ± 5.04a  8.59 ± 0.89b 
ELD  38.48 ± 6.67a  29.86 ± 9.19a 
     
Oct experiment     
HUM  60.78 ± 6.91a  ND 
OAK D  48.01 ± 5.05b  ND 
OAK T  48.05 ± 4.97b  ND 
TAY  64.24 ± 4.83a  ND 
     
  Diatom concentration   
Jul experiment (SQB)     
0.2 mg l‐1  38.73 ± 7.42ab   
0.5 mg l‐1  40.47 ± 5.81ab   
2 mg l‐1  40.64 ± 4.03a   
5 mg l‐1  28.39 ± 7.37b   
     
Oct experiment (HUM)      
0.2 mg l‐1  55.89 ± 9.53a   
0.5 mg l‐1  45.35 ± 6.33ac   
2 mg l‐1  41.06 ± 7.13c   
5 mg l‐1  44.04 ± 4.30ac   
10 mg l‐1  17.90 ± 2.59b   
Note: Data were not determined (ND) for the assimilation efficiency from sediment by SQB because they did not 
feed on sediment. Assimilation efficiency of each population sharing the same letter as an index do not differ 
significantly by the Tukey Multiple Comparison post hoc test (p > 0.05). 
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Table A‐2. Dissolved uptake rate constants (l g‐1 d‐1) of the oyster Crassostrea gigas. Dissolved uptake rate 
constants are calculated by dividing the dissolved uptake rate over the concentration of Cd in the oysters exposed 
to different concentrations of Cd. Mean ± standard deviation (n = 40). Dissolved uptake rate constant of each 
population sharing the same letter as an index do not differ significantly by the Tukey Multiple Comparision post 
hoc test (p > 0.05). 
 
 
Population  Dissolved uptake rate constant (L g‐1 d‐1) 
Jul experiment   
NET  3.76 ± 1.20a 
WBC  1.71 ± 0.54b 
SME  2.90 ± 1.03c 
SQB  4.32 ± 0.76a 
HAM  2.30 ± 0.71d 
ELD  0.68 ± 0.34e 
   
Oct experiment   
HUM  8.68 ± 2.30a 
OAK D  9.59 ± 1.90a 
OAK T  8.42 ± 1.70a 
TAY  5.97 ± 1.57b 
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Table A‐3. Regressions of the dissolved uptake rate (ng g‐1 h‐1) and dry weight (g) of the oyster Crassostrea gigas. 
Dissolved uptake rate of the oysters collected in July were exposed to 2 g L‐1 Cd for different populations (n = 20, 
0.01 – 6 g dry wt.), whereas populations of oysters collected in October were pooled and tested for dissolved 
uptake rate at 0.5, 2, 5 and 10 mg L‐1 Cd. (n = 40, 0.01 – 0.15 g dry wt.). The regression was tested by linear 
regression analysis. Asterisk(s) indicate significant regression at p < 0.05 (*) or p < 0.01 (**). r2: regression 
coefficient. 
 
 
Population  Regression equation  r2 
Jul experiment     
NET  log y = 0.14 log x + 2.77  0.16 
WBC  log y = ‐0.27 log x + 1.44  0.49** 
SME  log y = ‐0.15 log x + 1.83  0.27* 
SQB  log y = ‐0.95 log x + 0.92  0.75** 
HAM  log y = ‐0.22 log x + 1.85  0.54** 
ELD  log y = ‐0.28 log x + 1.46  0.63** 
     
Oct experiment     
0.5 �g l‐1  log y = 4.44x + 2.10  0.22** 
2 �g l‐1  log y = 3.78x + 2.71  0.49** 
10 �g l‐1  log y = ‐0.93x + 3.57  0.04 
50 �g l‐1  log y = 1.01x + 4.15  0.02 
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Figure A‐ 1.  Subcellular Cd concentrations in the tissue of the oyster Crassostrea 
gigas. Data are mean ± standard deviation (n = 5). Significant difference among 
populations is tested by ANOVA (p < 0.05) and populations with the same letters do 
not differ significantly as analysed by Tukey Multiple Comparison post hoc tests (p > 
0.05). MTLP: metallothionein‐like protein; HSP: heat‐sensitive protein; ORG: 
organelles; MRG: metal‐rich granules.
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Figure A‐ 2.  Metallothionein (MT) concentration (mg g‐1 wet 
wt.) in the oyster Crassostrea gigas. Data are mean ± standard 
deviation (n = 5). Significant difference among populations is 
tested by ANOVA (p < 0.05) and populations with the same 
letters do not differ significantly as analysed by the Tukey 
Multiple Comparison post hoc tests (p < 0.05). 
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Figure A‐ 3.  Clearance rate (L g‐1 h‐1) and condition index (%) of the oyster Crassostrea 
gigas. Data are mean ± standard deviation (clearance rate: n = 8; condition index: n = 
10). Condition index is calculated as 100 % x (tissue dry weight / shell dry weight). 
Significant difference among populations is tested by ANOVA (p < 0.05) and 
populations with the same letters do not differ significantly as analysed by the Tukey 
Multiple Comparison post hoc tests (p > 0.05). 
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Figure A‐ 4.  Percentage of Cd retained in the oyster Crassostrea 
gigas after pulse feeding to different food types. Assimilation 
efficiency (AE, %) is determined as the percentage Cd retained at 24 
h. Data are mean ± standard deviation (n = 5). Significant difference 
of AE among populations is tested by ANOVA (p < 0.05). 
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Figure A‐ 5.  Depuration of Cd by the oyster Crassostrea gigas (July population) 
after pulse feeding to the diatom for 6 d. Data are mean ± standard deviation (n = 
5). Efflux rate constant (ke, d

‐1) is calculated from the slope of the linear regression 
between the ln % Cd retained in the oysters against the depuration time (d). 
Significant difference of ke among populations is tested by ANOVA (p < 0.05) and ke 
of the population with the same letters do not differ significantly as analyzed by the 
Tukey Multiple Comparison post hoc tests (p > 0.05). 
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Figure A‐ 6.  Dissolved uptake rate (ng g‐1 h‐1) of Cd by the oyster 
Crassostrea gigas at different Cd concentrations. Data are mean ± 
standard deviation (n = 10). Lines are plotted when the regression 
coefficient (r2) is larger than 0.50. Asterisks (**) indicate significant 
difference at p < 0.01 by the linear regression analysis. 
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Figure  A‐7.    Correlation  between  oyster  body  size  and  uptake  rates  from  dissolved  phase  in 
log/log scale (July Populations). 
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Figure A‐8.  Correlation between oyster body size and uptake rates from dissolved phase in linear 
scale (October Populations). 
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