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1. RESUMEN

Se investigd el efecto del grado de heterocigosidad multi locus (HML) en la
respuesta fisiolégica frente a cambios ambientales que generan ciertos grados de
estrés en una cohorte de ejemplares adultos del bivalvo filtrador Mytilus chilensis (Hupé
1854). En cada ejemplar experimental se estimaron las variables fisiolégicas; tasa de
excrecién y consumo de oxigeno y posteriormente se les determiné el grado de HML
por medio de andlisis de electroforesis de isoenzimas.

Las relaciones entre variables fisioldégicas y tamafio corporal fueron positivas en
su mayoria, sin embargo no significativas (P>0.05), con la excepcion de la tasa de
consumo de oxigeno a 30 psu y 20 °C, donde se observé una pendiente positiva con
valores de significancia P= 0.018. EIl andlisis basado en 5 loci polimérficos revel6 un
promedio de alelos por locus de 4.2 y una heterocigosidad promedio observada de Ho=
39% (32.9-42.8%), lo cual se considera un valor alto, ya que las poblaciones de
invertebrados en general muestran un déficit de heterocigotos.

En este estudio la deficiencia de heterocigotos fue de un valor D= -0.436 (-0.353
a -0.536). Las regresiones entre la HML y las tasas fisiologicas fueron positivas, sin
embargo, no significativas (P>0.05), excepto en el ensayo de consumo de oxigeno bajo
condiciones estresantes a 30 psu y 20°C (P= 0.02). Estos resultados se suman a varios
reportes en los que no se ha encontrado una relacion positiva entre heterocigosidad y
tamafio corporal, sin embargo esta ausencia de relacion puede deberse a la edad de los
individuos experimentales, los cuales en su etapa adulta destinan gran parte de la
energia disponible a reproduccion, a diferencia de los estados juveniles en que gran

parte de la energia es destinada a crecimiento somatico.



11 ABSTRACT

A cohort of adult mussels (Mytilus chilensis, Hupé 1854) was analyzed to
investigate the degree on which the individual multilocus heterozygosity (MLH) affect the
physiological response to changing environmental conditions. Each experimental mussel
was analyzed physiologically (excretion rate, respiration rate) and electrophoretically
(MLH, using allozyme analysis).

Most physiological variables where positively correlated with body size, with the
exception of respiration rate at 30 psu and 20°C, where a positive slope was observed
with p=0.018. The genetic analysis based on five polimorphic loci showed an allele
average per locus of 4.2 with a mean observed heterozygosity of 39% (32.9-42.8%),
which is considered a high value for invertebrate populations which normally shows a
deficiency of heterozygotes.

In the present study the deficiency of heterozygotes showed a value of D=-0.436
(-0.353 to —0.536). Most regressions between physiological rates and MLH showed a
positive slope, however, were non significant (P>0.05), with the exception of respiration
rate under stressed conditions (30 psu and 20°C). These results are in accordance with
other studies which failed to detect a positive correlation between MLH and growth rate,
however, this lack of correlation could be due to the age of the experimental individuals.
In most cases, among sexually immature individuals a positive correlation between
growth rate and MLH can be found, while in adults the higher energy allocation for

reproduction precludes the detection of this relationship.



2. INTRODUCCION

Los cultivos marinos han presentado un progresivo desarrollo a nivel mundial a
partir de las dos ultimas décadas (Nash, 1988; New, 1997; FAO, 1999-2001). En Chile,
la actividad de acuicultura ha incrementado desde un 1.8 % en 1992 a un 18 % en 2005
con respecto al desembarque total de recursos pesqueros (SERNAPESCA, 2006).

El Mytilus chilensis (chorito chileno) es un recurso de gran importancia
econdmica en el sur de Chile pero, actualmente esta especie se encuentra sobre
explotada, aunque es uno de los moluscos mas cultivados en nuestro pais. El desarrollo
del cultivo de mitilidos se inicié en 1943, con la creacion de la mitilicultura de Quelldn; y
con fines comerciales en 1965 (Navarro, J. M. y Gutiérrez, A. 1990).

En Chile existen 1049 centros de moluscos de los cuales 509 corresponden al
cultivo de choritos en la décima region en Chiloé, Calbuco y alrededores de Puerto
Montt (SERNAPESCA, 2005), zona que presenta condiciones favorables para el
desarrollo de la mitilicultura debido a la escasa contaminacion ambiental de estas zonas
(Recart, 1993). ElI desembarque de choritos ha tenido un gran aumento en los ultimos
10 afios, tanto asi que en 1995 se desembarcaron 10.723 lo que aument6 a 87.736
toneladas en el 2005 correspondiente al 100 % del desembarque de este ultimo de la
décima region, de un total de 109.440 toneladas de moluscos.

Los cultivos marinos han sido una alternativa de desarrollo econémico y social de
un amplio sector productivo nacional e internacional, razon por la cual se deben realizar

estudios para seguir mejorando la productividad de estos, con el fin de explotar el



potencial biolégico de la especie y mejorar la calidad del producto (Soto, 1992; Toro et
al., 2004).

La geografia del sur de Chile es muy apropiada para el desarrollo de la
acuicultura de moluscos (Winter et al., 1984; Barton, 1997; Sanchez, 2002; Toro et al.,
2004), debido principalmente a sus numerosos estuarios y bahias protegidas alejadas
de la industrializacion y por ende con menos contaminacion ambiental.

Hasta el momento, el explosivo incremento de la acuicultura se debe
principalmente a un aumento en el nUmero de concesiones y no a un aumento de la
productividad de los cultivos (Barton, 1997). El éxito de la acuicultura no sélo se basa
en el numero de concesiones, si no que también es importante considerar todos los
aspectos relacionados con la biologia incluyendo los componentes genéticos de las
especies involucradas (Newkirk, 1980; Beaumont y Hoare, 2003). Para mejorar la
eficiencia en la productividad, es necesario explotar todo el potencial biolégico de las
especies actualmente en cultivo y aquellas potencialmente cultivables, lo cual puede
realizarse por medio del mejoramiento genético (Newkirk, 1980, 1983; Toro y Newkirk,
1990; Beaumont y Hoare, 2003).

Desde el punto de vista de la biologia de Mytilus chilensis, esta especie se
alimenta filtrando plancton y detritus del agua (Navarro, 1983; Recart, 1993) por lo que
su crecimiento depende en gran parte de la concentracion de particulas de alimento en
el agua (concentracion de microalgas, variable ambiental biotica) las que le
proporcionan la energia al organismo la cual puede ser destinada para mantencion de
las funciones vitales, crecimiento y reproduccion; dependiendo de la etapa del ciclo de

vida del organismo.



No soélo la oferta alimentaria influye en el crecimiento sino también otras variables
ambientales como salinidad, temperatura y pH entre otras, las cuales afectan las tasas
fisiologicas (Bautista, 1989) que inciden en su crecimiento al aumentar los
requerimientos energéticos de mantencion por ejemplo; la respiracion. Existen diversas
variables ambientales que provocan respuestas desfavorables en términos energéticos,
causando una situacion de “estrés fisioldégico” al organismo. Ello ocurre, cuando estas
variables presentan valores por sobre o bajo los rangos normales a lo cual
habitualmente se ve expuesto el individuo. Las poblaciones naturales de choritos en la
zona intermareal pueden verse expuestos a temperaturas que bordean los 30 °C en
verano y bajo 0°C en invierno presentando gran resistencia a cambios ambientales
abidticos como son la temperatura y salinidad (Clasing et al., 1998). El rango de
tolerancia de salinidad del chorito va entre 15 y 32 psu; sin embargo, se ha descrito que
Su crecimiento es positivo solo en salinidades que van entre los 27 y 31 psu.

En la literatura existen estudios, abocados a estimar los efectos de la variable
salinidad en bivalvos (Navarro, 1988), que han demostrado que frente a una baja
salinidad los bivalvos responden reduciendo su actividad de alimentacion ya que cierran
sus valvas y disminuyendo la tasa de filtracion; por consiguiente, su balance energético
se hace negativo (Bautista, 1989, Hutchinson y Hawkins, 1992). Resultados similares se
han registrado en Ostrea chilensis, en los que una baja en la salinidad (< 20 psu) ha
afectado la tasa de crecimiento (Toro et. al., 1995); por su parte Hutchinson y Hawkins
(1992) en O. edulis observaron una reduccion en el consumo de oxigeno producto del

cierre de las valvas frente a una baja en la salinidad. En Choromytilus chorus (Navarro,



1988); también observdé que a salinidades cercanas a 15 psu estos bivalvos
permanecen con sus valvas parcialmente cerradas.

La temperatura es otra variable estresante para los bivalvos, ya que al aumentar
afecta la tasa de consumo de oxigeno, la cual sufre un incremento que conlleva a un
mayor gasto de energia, haciendo que su balance energético sea negativo. Del mismo
modo la temperatura afecta directamente la tasa de excrecion, incrementandola con
temperaturas sobre 10 °C en O. edulis, efecto que se ve disminuido ante una reduccion
de salinidad (< 19 psu) (Hutchinson y Hawkins, 1992).

La constitucion genética también afecta el crecimiento del individuo; ya que
existe evidencia en la literatura cientifica que indica que el genotipo puede afectar el
metabolismo energético, relacionando parametros fisiolégicos con la heterocigosidad
del individuo (Hawkins et al., 1986; Rodhouse y Gaffney, 1984). En varios estudios se
ha descrito la existencia de una correlacion positiva entre caracteres que guardan
relacion con la aptitud biologica y el grado de heterocigosidad en una serie de loci
(Zouros, 1988). Se ha descrito correlaciones positivas entre heterocigosidad multi locus
(HML) y la tasa de crecimiento (Gentili y Beaumont, 1988), tanto en organismos marinos
como terrestres (Mitton y Pierce, 1982; Mitton, 1993). Entre los invertebrados marinos
en los que se ha descrito esta correlacion positiva esta Ostrea chilensis (Toro et al.,
1996), Mulinia lateralis (Garton et al., 1984) y Mytilus edulis (Koehn y Gaffney, 1984)
entre otros. En todos estos casos se ha demostrado que los organismos con mayor
grado de HML poseen una mayor eficiencia metabdlica, lo cual se debe a una reduccion
de los costos metabdlicos, es decir aquellos individuos mas heterocigotos presentan

una tasa de consumo de oxigeno menor que los organismos mas homocigotos;



acentuandose esta condicion en individuos sometidos a estrés (Koehn y Shumway,
1982).

Existen también estudios en los cuales no se ha detectado una correlacion entre
la tasa de crecimiento y la HML, es asi que en individuos producidos en laboratorio
(Hatcheries) no se ha detectado esta relacion (Beaumont et al., 1983, Adamkewicz et
al., 1984). Entre las causas probables por la no deteccion de esta correlacion positiva,
esta el limitado niamero de genoma parental usado por el cruce dirigido para los
individuos producidos en hatchery, la homogeneidad ambiental en el laboratorio y la
ausencia de condiciones de estrés (Gentili y Beaumont, 1988). Otra explicacion para la
no deteccion de esta correlacion hace referencia a la edad de los individuos
experimentales (Mitton y Grant, 1984, Rodhouse et al., 1986) ya que a diferentes
edades son también distintos los requerimientos y destinos de la energia; los individuos
adultos destinan energia para la reproduccién, mientras que los juveniles sélo para
crecimiento.

En base a la evidencia de la literatura en la cual se ha detectado una correlacion
positiva entre HML y tasa de crecimiento solo en poblaciones naturales y no en
individuos producidos en hatcheries, el presente trabajo se plantea trabajar con una
cohorte proveniente de la poblacion natural de la Bahia de Yaldad, realizando
estimaciones de las variables fisiologicas bajo distintas condiciones ambientales
abidticas (salinidad y temperatura), incluyendo condiciones normales y de estres.

En todos los estudios antes mencionados se ha determinado la heterocigosidad
por medio del uso de electroforesis enzimatica, la que ha demostrado la existencia de

un alto grado de polimorfismo en estos organismos. La electroforesis es una técnica de



separacion de macromoléculas en un campo eléctrico en funcién de su tamafio y carga
eléctrica, consistiendo en que cada proteina migre a través de los poros del gel,
dependiendo de su carga eléctrica y tamafio molecular, se localizaran en un lugar
diferente sobre el gel. Las proteinas constituyen un producto directo de la accion
génica, por lo que la variabilidad proteica debe ser el reflejo de la variabilidad genética,

debido a que cada proteina especifica es codificada por un solo gen.

2.1 Generalidades de la especie en estudio

Mytilus chilensis (Hupé, 1854) “chorito”, “quilmahue” o “dayes” perteneciente a la
familia Mytilidae presenta una amplia distribucion en Chile, encontrandose desde la
desembocadura del rio Tirda (IX Region) hasta el Estrecho de Magallanes (Xl Region),
(Bahamondes-Rojas y Mufioz, 1998) pero otros estudios indican que se distribuye a lo
largo de la costa chilena (Lancellotti y Vasquez, 2000) abarcando tanto la costa
continental e insular; habitando desde el intermareal hasta 20-25 m de profundidad,
siendo comun encontrarlo en playas expuestas, estuarios y fiordos formando densos
bancos sobre substratos duros prefiriendo zonas expuestas a marcadas variaciones de
salinidad.

Los mitilidos presentan sexos separados, siendo la coloracion de la gonada de
los machos un color crema amarillento y el de las hembras un anaranjado (Clasing et
al., 1998, Bahamondes-Rojas y Mufioz, 1998). En cuanto a la reproduccion esta ocurre
entre los meses de Noviembre-Enero en Chile, en casos excepcionales puede

extenderse este periodo dependiendo de la cantidad de luz (Recart, 1993). La

fecundacion es externa siendo liberados al medio los gametos, ocurrida la fecundacion



se desarrolla el embrion dentro del huevo, el cual una vez desarrollado eclosiona como
una larva que pasa por diversos estadios hasta formarse la larva pedivelifera la cual
puede pasar 3-4 semanas en el plancton antes de fijarse (Toro et al., 2004) a un
sustrato firme; esto le permite conseguir un amplio rango de dispersion espacial. Al
fijarse pasara de la forma de una larva con velo a un juvenil con valvas que poseen
estrias conceéntricas de crecimiento, las que son de un color pardo-negruzco a violaceo
por el periostraco que los recubre (Clasing et al., 1998, Bahamondes-Rojas y Mufoz,
1998).

Es de suma importancia realizar estudios que involucren los componentes
genéticos de las especies en cultivo y el conocimiento de las respuestas fisiolégicas, en
relacion con cambios ambientales, para asi determinar areas con condiciones
ambientales favorables que permitan potenciar un buen crecimiento mediante el
mejoramiento genético Yy asi desarrollar ain mas la acuicultura en Chile, en especial
abordando zonas geograficas de nuestro pais donde la extraccion de recursos del
mar constituye la base econdémica para un porcentaje importante de la poblacién. Para
este proposito se ha tomado como modelo de estudio al bivalvo filtrador Mytilus
chilensis que habita la bahia de Yaldad, Chiloé donde forma bancos naturales

intermareales y ademas es cultivado en forma masiva en sistemas suspendidos.
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2.2 Hipotesis

En base a los antecedentes antes mencionados en el presente estudio se
plantea la siguiente hipotesis de trabajo:
La tasa de crecimiento en una cohorte de Mytilus chilensis esta determinada por el

grado de heterocigosidad multi locus (HML), que incide sobre el balance energético.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Determinar el grado de la heterocigosidad multi locus (HML) y tasas fisioldgicas que se
traducen en pérdida de energia tales como; consumo de oxigeno y tasa de excrecion y

sus posibles efectos sobre el crecimiento en una cohorte de M. chilensis.

2.3.2 Objetivos especificos

- Determinar las tasas fisiolégicas consumo de oxigeno y excrecion de amonio en
una cohorte de M. chilensis de Yaldad bajo condiciones normales y de estrés.

- Determinar la HML a una cohorte de M. chilensis mediante analisis electroforético
de isoenzimas.

- Relacionar las variables fisiolégicas con el grado de HML a fin de conocer el
efecto genético sobre el metabolismo basal.

- Relacionar la tasa de crecimiento con parametros genéticos a una cohorte de M.

chilensis para estimar en que grado el crecimiento esta influenciado por la HML.
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3. MATERIALES Y METODOS

La determinacién de las variables fisiologicas se realiz6 en el laboratorio del
Centro de investigacion I-mar de la Universidad de los Lagos en Puerto Montt y los
analisis genéticos en el laboratorio de genética aplicada del Instituto de Biologia Marina

de la Universidad Austral de Chile.

3.1 Areade estudio.

En el presente estudio se utilizaron ejemplares de una cohorte de Mytilus
chilensis captados en forma natural en la mitilicultura de la bahia de Yaldad, isla de
Chiloé (43°08’ S; 73°44’ O) (Figura la y 1 b). El cuerpo de agua en esa localidad
presenta un rango de temperatura entre los 10 °C en invierno y los 16 °C durante el
mes de enero, mientras que la salinidad se mantiene relativamente estable con valores

entre los 27 y 31 psu (Toro et al., 1995 a).

3.2 Muestreo y marcaje individual de los ejemplares.

Durante Octubre del 2005 se recolectaron aproximadamente 500 individuos
juveniles de una cohorte de 9 meses de edad de Mytilus chilensis en Yaldad. Los
animales fueron transportados vivos al Centro de Investigacion I-mar. En el laboratorio
se tomo al azar 100 ejemplares y se procedidé a marcarlos individualmente para su
posterior identificacion en las mediciones. Para el marcaje se utlizaron marcas

numeradas de fondo verde y nimeros blancos, con el fin de hacer notar la numeracion
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Figura 1. Area de estudio. a) Mapa de Chiloé, b) Balsas de cultivo de Mytilus chilensis

en la Bahia de Yaldad.
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sobre la superficie de la valva oscura del chorito. Para la fijacion de la marca en una de
las valvas, se utiliz6 el adhesivo “Superbonder Loctite 495" (Figura 2 a y b). Durante
todo el transcurso del estudio se cuantific6 una mortalidad del 30% por lo que los
ejemplares muertos fueron reemplazados a fin de mantener el N=100. Los individuos
utilizados para el reemplazo fueron obtenidos a partir del grupo traido en un inicio

siendo estos también elegidos al azar y marcados. Previo a realizarles cualquier

medicion fueron aclimatados durante una semana a las condiciones de laboratorio.

Figura 2. Mytilus chilensis. a) Fotografia que muestra el proceso de pegado de la
marca a la valva. b) Fotografia que muestra en detalle las marcas puestas en los

individuos.
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3.3 Aclimatacion de animales.

Los especimenes fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio por un
periodo de 5 meses antes de ser usados en los experimentos. Para ello fueron
mantenidos en acuarios de 30 litros y alimentados principalmente con seston natural
(Noviembre-Marzo), al cual posteriormente se le adiciond la microalga Isochrysis
galbana a una concentracion de 6000 cel/ml (0.5 litro microalgas/dia). El agua de los
acuarios era renovada diariamente y mantenida a 14 +1 °C y a una salinidad cercana a
30 psu que corresponden a los valores promedios medidos en la bahia de Yaldad
(Navarro, 1983) (Figura 3). En forma paralela fue necesario realizar un monocultivo de
la microalga Isochysis galbana, bajo luz artificial las 24 horas del dia en una camara de

mantencion (P-Selecta, modelo Hot cold—GL) a 14 °C y a una salinidad aprox. de 29

psu en el medio de cultivo f/2 (Guillard, 1975).

Figura 3. Mytilus chilensis. a) Fotografia de acuario de 30 litros con los ejemplares

N=100. b) Cultivo de Isochysis galbana.



15

3.4 Disefio experimental para las determinaciones fisioldgicas

Las determinaciones fisiolégicas se realizaron durante un periodo de 2 meses
(Abril- Mayo) con ejemplares que tenian 15 meses de edad y una longitud valvar
promedio de 37.415 + 6.156 mm y peso vivo promedio de 5.14 + 2.38 g.

La cuantificacion de las tasas fisiologicas se llevaron a cabo a dos temperaturas
15°C y 20 °C, para lo cual los ejemplares experimentales se aclimataron a dichas
temperaturas durante una semana previa a la medicidon de cada tasa fisioldgica. La
aclimatacion se realiz0 en un bafio termoregulado marca VWR, apropiado para
sistemas de circulacion externa; el cual se mantuvo por una semana a la temperatura
de aclimatacion (15 °C 6 20 °C). También se trabajo con 3 salinidades 20, 25 y 30 psu,
utilizandose agua dulce para diluir el agua de mar filtrada (0.45 um). Las mediciones de

salinidad fueron realizadas con un salindmetro WTW, modelo LF 320.

3.4.1 Determinacion tasa de consumo de oxigeno

Los ejemplares para determinar el metabolismo estandar se mantuvieron sin
alimentar en el transcurso de la medicion (Navarro, 1983) colocandose en forma
individual en camaras de vidrio (0,5 I) previamente lavadas con una solucién de acido
clorhidrico (HCI) al 25%. Las camaras fueron llenadas con agua de mar filtrada (0.45
pum), sin material particulado (seston) (Hutchinson y Hawkins, 1992) y con una
saturacion de oxigeno cercano al 100%. Las camaras fueron cerradas herméticamente
y se realizé una incubacién de 3 a 5 horas, dependiendo del consumo de oxigeno

registrado; para no sobrepasar el 30% de consumo (esto a fin de evitar una respuesta
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oxiconforme) en cada una de las temperaturas utilizadas (15 °C y 20 °C) de acuerdo al
ensayo realizado y previa medicion de la saturacion de oxigeno inicial (Figura 4 a, b).

El porcentaje de saturacion de oxigeno se midié con un microsensor Presens,
modelo Fibox —3, usando el método optoelectronico descrito por Klimant et al., (1995).
Este instrumento capta la baja de tension de oxigeno del agua de mar en las camaras
experimentales, amplificando la sefal la cual es registrada automaticamente. Con el fin
de asegurar la precision, aproximadamente cada 3 dias se procedid a calibrar el
instrumento con una solucion de Sulfito de Sodio (Na,SO3) para obtener el 0% del aire
saturado, mientras que el 100% se obtenia midiendo agua de mar filtrada saturada de
oxigeno mediante un aireador que funciond 30 minutos antes de proceder a calibrar el
microsensor. Ademas, se consideré las condiciones climaticas, especificamente de la
presion atmosférica, la cual era registrada diariamente; realizandose todas las
estimaciones de la tasa de consumo de oxigeno en un rango de 1010-1020 hPa.

Para la obtencion del VO, consumido se utilizo la siguiente férmula:

VOzZ [(%0- {o - 200,t1) X C x 0.01 x (V-Va) x1]
(ti - 1)

Donde: VO, es el oxigeno consumido en ml Oh™; %0, es el porcentaje de oxigeno

saturado en la camara t, al comienzo del ensayo y t; al final de este; C es la constante
de disolucion de oxigeno de acuerdo a la temperatura y salinidad del ensayo calculado
de acuerdo a Weiss (1970); V. es el volumen de la camara experimental en litros y V,
es el volumen estimado para el individuo en litros; t; corresponde al tiempo final del

ensayo Y t; al tiempo inicial ambos en horas.
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Figura 4. Mytilus chilensis. a) Fotografia que muestra camaras cerradas
herméticamente en el bafio de mantenimiento. b) Fotografia mostrando medicion de la

tension de oxigeno en la camara.

3.4.2 Determinacion de latasa de excrecion

Esta variable representa la produccion de desechos nitrogenados producto del
catabolismo de las proteinas. Como el amonio-nitrégeno (NHs-N) es el principal
producto de excrecidén de los moluscos, para su determinacién se emple6 el método
colorimétrico de Solérzano (1969), extrayendo 3 muestras de agua de cada camara
experimental con el fin de estimar la tasa de excrecion con 3 réplicas. A cada muestra
de agua (5 ml) se afiadié una solucién fenol (0,2 ml: 10g fenol en 100 ml etanol 95%),
una solucion de nitroprusiato de sodio 0,5% (0,2 ml) y una solucién oxidante 4:1 (0,5 ml:
solucién citrato alcalina + hipoclorito de sodio). Las muestras se mantuvieron en
oscuridad por un periodo de 2 a 24 horas tras lo cual se leyeron sus absorvancias a 640

nm mediante el uso de un espectrofotometro (P-General, TU 1800 uv-vis) (Figura 5, a).
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Previa a cada determinacion, se calibré una curva de concentracion de amonio
empleando los mismos reactivos y procedimientos mencionados para las muestras,
pero en lugar de estas, se emplearon soluciones de Sulfato de Amonio de
concentraciones conocidas (Figura 5, b). Las concentraciones de las muestras se
despejaron de la ecuacién de regresion lineal obtenida con la curva de calibracién y las

tasas de excrecion se determinaron a partir de la siguiente ecuacion:

T.E= 28 x C x V pg NH4-N h}
T

Donde: T.E. es la tasa de excrecién en pg NHs-N h™, C es la lectura en uM desde la
curva de calibracién, V es el volumen de la camara utilizada en el experimentoy T es el

tiempo en horas.
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Figura 5. Mytilus chilensis. a) Fotografia mostrando test colorimétrico de Sol6rzano b)

Fotografia mostrando en detalle Curva de Calibracion.
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3.4.3 Estandarizacion y transformacion de tasas fisiolégicas

Con el fin de corregir los valores de las tasas fisiol6gicas debido a diferencias en
la masa seca de tejido se llevé acabo una estandarizacion de éstas a 1 g de peso seco.
Para ello debido a que no se pudo obtener los valores del total del peso seco de la
carne por los tejidos fijados para los analisis genéticos, se construyé una curva peso
seco / longitud valvar segun Vergara et al., (1992), con otro grupo de ejemplares de la
cohorte, 60 individuos fueron disecados (Fig. 6), extrayéndoles el tejido blando el cual
fue secado a 60 °C por 48 h en una estufa Binder. Posteriormente fueron pesados
individualmente hasta obtener un peso constante, estimandose finalmente el peso seco
de los individuos experimentales en base a la longitud valvar: P. seco carne = (0,0094 x
long. valvar) -0,173 (r?=0,7744, P<0.001), con el fin de correlacionar las tasa
fisiolégicas con el peso seco y eliminar el peso diferencial de choritos sobre cada tasa
fisiol6gica y cuantificar sélo el efecto genético (Toro et al., 1996). Las muestras fueron
posteriormente quemadas en una mufla a 450 °C por 6 h, a fin de obtener el peso de la
materia inorganica. Ademas, se midio la longitud de la valva (ancho, alto y largo) y se
obtuvo el peso vivo, de cada ejemplar.

Finalmente se estandariz6 a 1 g de peso seco de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

Ys= (Ws/We)°Ye

Donde: Y; es la tasa fisiologica de acuerdo al tamafio (peso) del individuo, Ws equivale a
peso estandarizado (1 gramo), W, es el peso del individuo experimental, Y. es la tasa

fisiologica no corregida (Toro y Vergara, 1998) y b= 0.75 para la tasa de consumo de
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oxigeno (Bayne y Newell, 1983) y 0.72 para la tasa de excrecion de amonio (Hawkins et
al.,1985).

Los resultados obtenidos de la tasa de consumo de oxigeno fueron expresados
en ml O, x hora™g*peso seco. Mientras que los resultados obtenidos a partir de la tasa

de excrecién se expresé en pg de NH4-N x hora™ g™ peso seco.
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Figura 6. Mytilus chilensis. Fotografia mostrando individuos que fueron utilizados para

la curva de peso seco carne / longitud valvar.

3.5 Andlisis genético

Los animales (N=91) fueron transportados en frio al laboratorio de Genética
Aplicada del Instituto de Biologia Marina de la Universidad Austral de Chile, con el fin de
evitar alteraciones bioquimicas a nivel celular, debido a que los procesos degradativos

reducen la utilidad y confiabilidad de cualquier muestra para analisis alozimicos (Koehn
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et al., 1988). En el laboratorio fueron disectados removiéndose los tejidos blandos, se
extrajo el masculo aductor y la gbnada los que se almacenaron por separado en tubos
eppendorf (1.5 ml) con el rétulo correspondiente al numero del individuo y el tipo de
tejido guardandose en un ultra freezer Rowsen modelo ZKU-L200 a -80 °C hasta que se
realizaran los ensayos correspondientes.

Se realizaron pruebas con 12 loci enzimaticos, para lo cual se utilizaron 2 tipos
de buffer, Tris - ac. Maleico - EDTA a pH 7.4y Tris - &c. Bérico - EDTA a pH 9.

En base a las pruebas preliminares y la resolucion obtenida se seleccionaron 8
loci enzimaticos para las corridas definitivas, que fueron realizadas en geles

horizontales de almidon.

3.5.1. Tratamiento de las muestras

A fin de obtener las muestras para los analisis genéticos, se utilizé tejido del
musculo aductor y la gbnada, los cuales fueron macerados y homogeneizados en 100-
150 pl de buffer Tris — Ac. Maleico — EDTA, pH 7.4 dependiendo de su tamafio y luego
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 5 °C, en una centrifuga International
Equipment Company modelo Micromax RF. Una vez centrifugado se extrajo el
sobrenadante correspondiente a las enzimas con trozos de papel filtro Whatman N° 3 (4
x 10 mm) los que eran sembrados en una incision en el gel de almidén (Figura 7 a) en
el extremo del polo negativo.

Para la preparacion de gel de almidon al 12% de 250 ml, se utiliz6 32 g de
almidon Sigma (Sigma Chemical Co.), 25 ml de buffer Tris — Ac. Maleico — EDTA, pH

7.4 6 25 ml de buffer Tris- Ac. Borico — EDTA, pH 9 y 210 ml de agua destilada. Todo
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esto se vierte en un matraz y es primero calentado y mezclado con un agitador
magnético hasta que pasa al estado de gel, para luego seguir calentandolo en un
microondas hasta ebullicion, agitandose cada 10 segundos. Hecho esto se le extraian
con una bomba al vacio las burbujas que pudiesen haber quedado para luego ser
vertido en una placa de vidrio con un marco y dejar enfriar para finalmente cubrir con

parafilm plastico y guardar en el refrigerador hasta su uso.

3.5.2 Analisis electroforético

Previo al analisis electroforético el gel fue cargado con 18 muestras y corrido en
un ambiente de 4 °C, utilizando una fuente de poder con un flujo de corriente de 151 Vy
80 mA para las corridas con TME durante 6 horas y a 166 Volts y 12 mA en TBE por 14
horas (figura 7 a y b). Los buffer de electrodos usados fueron TME Tris 0.1 M, Ac.
Maleico 0.1 M, EDTA 0.01 M, MgCl, 0.01 M, pH 7,4 y TBE Tris 0.086 M, Ac. Borico
0.086 M, EDTA 0.001 M, pH 9. Una vez terminado el tiempo de corrida, el sistema se
desconectd y el gel se cortd en dos o tres laminas de 2 mm de ancho aproximadamente
de forma que cada lamina obtenida era sometida a una tincion especifica de acuerdo al

sistema enzimatico a visualizar.
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Figura 7. Mytilus chilensis. a) Sembrado de las muestras en el gel de almidon 12%. b)

Corrida electroforética (4 °C) una vez finalizada.

3.5.3 Sistemas enzimaticos

Se procedi6 a determinar la heterocigosidad utilizando 8 loci polimorficos:
Fosfoglucomutasa (PGM, EC 2.7.5.1), Leucina aminopeptidasa (LAP, EC 3.4.11.1),
Peptidasa (PEP, EC 3.4.11.13), Enzima malica (ME, EC 1.1.1.40), Glucosafosfato
isomerasa (GPI, EC 5.3.1.9), Malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37), ), Isocitrato
deshidrogenasa (ICD, EC 1.1.1.42), ), Xantina deshidrogenasa (XDH, EC 1.2.1.37),
siendo tefiidos los geles de almidon de acuerdo a Harris y Hopkinson (1978), Beaumont

y Toro (1996).

3.5.4 Analisis de datos obtenidos
Mediante la visualizacion directa de los geles (zigogramas, figura 8 a y b) se

determinaron las diferencias alélicas, esto debido a las distintas velocidades de
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migracion que presentaron las proteinas; asignandoseles asi a los diferentes alelos una

letra (A, B, C) desde el origen. Considerandose un locus polimérfico cuando la

frecuencia alélica del alelo mas comun era > 0.95 (criterio del 95%).

Figura 8. a) Enzima Isocitrato (ICD), monomoérfica. b) Enzima (PGM), polimorfica.

Para analizar los datos se procedi6 a comparar la distribuciones genotipicas
observadas con las esperadas de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg (Sokal y

Ronhlf, 1995). Ademas las deficiencias del heterocigoto (D) fueron expresadas como:

D = (Ho-He)/ He

Donde: H, es la frecuencia observada de heterocigotos y He la frecuencia esperada.
Para esto los datos fueron analizados usando el programa computacional POPGENE

32 (Yeh y Boyle, 1999).
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La heterocigosidad se obtuvo a través de la frecuencia de heterocigotos por loci,
asi H = (£ frec.het / n° loci). Para estimar la distribucion observada de la
heterocigosidad multi locus y correlacionarla con el peso seco y las variables
fisioldgicas, se establecieron las siguientes categorias de heterocigosidad de acuerdo al
namero de loci que resultaron heterocigotos: Categoria 0= 0 loci heterocigotos, 1=1 loci
heterocigoto, 2= 2 loci heterocigotos 0 mas. Asi se pudieron realizar regresiones entre
la heterocigosidad multi locus individual y las variables fisiologicas, de acuerdo a la

expresion:

Ys=(HML x b) + a

Donde: Ys es la variable fisiologicas estandarizada, HML es la heterocigosidad multi

locus (0,1,2 o mas), b coeficiente de regresion y a es la constante de regresion.

Los analisis estadisticos como las regresiones fueron llevado a cabo con el
programa SYSTAT 11. Los graficos se confeccionaron utilizando el programa

SIGMAPLOT 10.0
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4. RESULTADOS

4.1. Variables fisiologicas

Las tasas fisiologicas fueron relacionadas con el tamafio corporal expresado
como peso seco carne por medio de regresiones lineales. La ecuacion de regresion se
expresdé como Y= bX + a; donde Y es la variable fisiolégica, X es el peso seco (g), a es

el intercepto y b es la pendiente.

4.1.1 Consumo de oxigeno

El valor maximo se alcanzo en el ensayo a 20 psu - 15 °C correspondiente a
1.668 ml/h™* y un promedio de 0.499+0.428 ml/h™, con una correlacién no significativa
(P = 0.423). En los demas ensayos decrecié el consumo de oxigeno registrandose
valores méaximos de 1.257 ml/h™* en el tratamiento con 25 psu y 15 °C y de 0.943 ml/h™
en el ensayo a 30 psu y 20 °C. Se determiné un leve aumento del consumo de oxigeno
a medida que se redujo la salinidad (Tabla 1, figuras 9, 10 y 11). Solo en el tratamiento
a 30 psu y 20 °C se detecto una correlacion positiva y significativa (P = 0.018), mientras
que en el ensayo a 25 psu -15 °C se observl una pendiente negativa que indicaria la
independencia del consumo de oxigeno del tamafo corporal con un valor de
significancia de P = 0.154, lo que podria deberse a la poca dispersion entre los

tamanos, tomando en cuenta que se trata solo de una cohorte.
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4.1.2 Tasa de excrecion

La tasa de excrecion al contrario a la del consumo de oxigeno incremento a
medida que se aumentd la salinidad. Registrandose la mayor tasa de excrecion en el
ensayo a 30 psu y 20 °C con un promedio de 41.872 +10.151 pug NHs-N h™* y un méximo
de 78.531 pg NH4-N h, presentando una pendiente negativa no significativa. Estos
valores sin embargo pudieron estar influenciados por el alza de temperatura. En los
demas tratamientos en cambio, la correlacibn no mostré relacién significativa con el
tamafo corporal; sin embargo, registré una pendiente positiva, con valores maximos de
22.81 pug NHs-N h'* para el tratamiento a 20 psu y 15 °C (P = 0.108) y de 55.823 pg

NH.-N h* en el ensayo a 25 psuy 15°Cy (P = 0.176) (Tabla 1 y figs. 9, 10 y 11).

TABLA 1. Mytilus chilensis. Regresiones entre las tasas fisiologicas y el peso seco
(9). Se da el valor del coeficiente de determinacion (%) y su probabilidad estadistica (P),

* P< 0.05; NS no significativo. N=91

VARIABLES FISIOLOGICAS a b r P

Consumo oxigeno 20 psu — 15 °C 0,390 0.623 0,007 NS
(ml O/h™)

Consumo oxigeno 25 psu — 15 °C 0,726 -0,638 0,023 NS
(ml O,/h™)

Consumo oxigeno 30 psu — 20 °C 0,341 0,487 0,062 *

(ml O,/h™)

Tasa excreciéon 20 psu — 15 °C 6.365 15.499 0,032 NS
(Mg NHz-N h?)

Tasa excrecion 25 psu — 15 °C 18.174 31.893 0,021 NS
(Mg NH4-N h™)

Tasa excrecion 30 psu — 20 °C 45.455 -17.828 0,01 NS

(ug NHa-N h™)
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Figura 9. Mytilus chilensis. Relaciones entre las variables fisiolégicas determinadas a

20 psu y 15 °C y el tamafio corporal expresado en peso seco estandarizado (g), a) tasa

de excrecion (ug NH4-N h™), b) consumo de oxigeno (ml O, h).
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Figura 10. Mytilus chilensis. Relaciones entre las variables fisiol6gicas determinadas

a 25 psu y 15 °C y el tamafio corporal expresado en peso seco estandarizado (g), a)

tasa de excrecion (ug NH4-N h™), b) consumo de oxigeno (ml O, h™).
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Figura 11. Mytilus chilensis. Relaciones entre las variables fisiol6gicas determinadas
a 30 psu y 20 °C y el tamafio corporal expresado en peso seco estandarizado (g), a)

tasa de excrecion (ug NH4-N h™), b) consumo de oxigeno (ml O, h™).



4.2  Andlisis genéticos

Se identificaron 5 loci polimérficos de los 8 analizados, observandose un 62.5%
de polimorfismo en la cohorte estudiada (Tabla 2). Se observé un maximo de 5 alelos
en el locus ME y un minimo de 4 alelos en los demas loci. Las Tablas 3 y 4 resumen las
frecuencias alélicas y genotipicas esperadas, siendo el alelo B el mas comun en PGM
con una frecuencia de 0.383 y en GPI con una frecuencia de 0.313. En los demas loci el
alelo C fue el mas frecuente, registrandose en LAP la mayor frecuencia con 0.483 y la
menor en PEP con valor de 0.283 (Tabla 4). EI numero de individuos observados se

desvian significativamente de los esperados en todos los loci analizados (P<0.001), por

lo tanto, la muestra no esta bajo equilibrio Hardy-Weinberg.

TABLA 2. Mytilus chilensis. Descripcion de las enzimas analizadas. El buffer utilizado,
el numero de loci visualizados y el caracter polimoérfico de cada enzima. (Buffers: TBE,

Tris-EDTA-Ac. Bérico; TME, Tris-EDTA-Ac. Maleico).

ENZIMA ABREV. CODIGO N°LOCI BUFFER POLIMORFISMO
Enzima malica ME 1.1.1.40 2 TBE; pH 9 Si
Fosfoglucomutasa PGM 2.75.1 1 TME; pH 7,4 Sl
Leucina aminopeptidasa LAP 3.4.11.1 1 TME; pH 7,4 Si
Peptidasa PEP 3.4.11.13 4 TBE; pH 9 SI
Glucosafosfato isomerasa GPI 5.3.1.9 1 TME; pH 7,4 Sl
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TABLA 3. Mytilus chilensis. Descripcion de 3 loci polimérficos analizados con buffer
TME. Se dan las frecuencias alélicas f(a) y genotipicas esperadas f(g), el N(obs) y
N(esp) corresponden al nimero de individuos observados y esperados bajo el equilibrio

de H-W. Se da el valor de X?, su probabilidad estadistica (P) *** P>0.0001

ENZIMA ALELOS f(a) GENOTIPOS f(g) N(Obs) N(Esp) X* gl pX)

PGM A 0,1444 AA 0.0209 6 1,8156 45,409 6 rx
B 0,3833 BA 0.1107 9 10.0223
C 0,3500 BB 0.1469 23 13,1061
D 0,1222 CA 0.1011 5 9.1508
CB 0.2683 10 24,2849
CcC 0.1225 19 10,9106
DA 0.0353 0 3,1955
DB 0.0937 4 8.4804
DC 0.0855 10 7,7430
DD 0.0149 4 1.2905
GPI A 0,1758 AA 0.0309 10 2,7403 81,9505 6 el
B 0,3132 BA 0.1101 12 10,0773
C 0,3022 BB 0.0981 18 8,8177
D 0,2088 CA 0.1063 0 9,7238
CB 0.1893 9 17,3204
CcC 0.0913 15 8,2044
DA 0.0734 0 6,7182
DB 0.1308 0 11,9669
DC 0.1262 16 11,5470
DD 0.0436 11 3,8840
LAP A 0,0714 AA 0.0051 0 0,4309 50,9843 6 rx
B 0,2253 BA 0.0322 5 2,9448
C 0,4835 BB 0.0508 13 4,5304
D 0,2198 CA 0.0690 8 6,3204
CB 0.2179 10 19,9337
CcC 0.2338 27 21,1492
DA 0.0314 0 2,8729
DB 0.0990 0 9,0608
DC 0.2125 16 19,4475

DD 0.0483 12 4,3094
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TABLA 4. Mytilus chilensis. Descripcion de 2 loci polimérficos analizados con buffer
TBE. Se dan las frecuencias alélicas f(a) y genotipicas esperadas f (g) el N(obs) y
N(esp) corresponden al nimero de individuos observados y esperados bajo el equilibrio

de H-W. Se da el valor de X?, su probabilidad estadistica (P) *** P>0.0001

ENZIMA ALELOS f(a) GENOTIPOS f(g) N (Obs) N (Esp) X? gl pX)

ME A 0,009 AA 0.0082 2 0.6857 109,8888 10  ***
B 0,1989 BA 0.0361 7 3,2000
C  0,4545 BB 0.0395 10  3.4000
D 0,1648 CA 0.0826 3 7.3143
E  0,0909 CB 0.1808 6  16.0000

cC 0.2065 32  18.0571
DA 00299 0 2.6514
DB 0.0655 1 5.8000
DC 0.1498 6  13.2571
DD 00271 10  2,3200
EA 0.0165 2 1.4629
EB 00361 1 3.2000
EC 0.0826 1 7.3143
ED 0.0299 2 2.6514
EE 0.082 5 0.6857

PEP A 0,2778 AA 00771 18  6,8436 60,5278 6 e
B 0,2333 BA 0.1296 2 11,7318
C 0,2833 BB 0.0544 11  4,8101
D  0,2056 CA 0.1574 7 14,2458

CB 01321 9 11,9665
cC 0.0802 15  7,1229
DA 0.1142 5 10,3352
DB 0.0959 9 8,6816
DC 0.1164 5 10,5419
DD 0.0422 9 3,7207
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En cuanto al grado de heterocigosidad observada el valor poblacional promedio
fue de H = 0.395, y un promedio de frecuencia de heterocigosidad (Ho) = 0.399 con un
valor de D=-0.436 lo que implica un déficit de heterocigotos en la cohorte estudiada. En
cuanto a los loci estudiados el que presento el mayor déficit fue el ME con un valor de

D=-0.536 (Tabla 5).

TABLA 5. Mytilus chilensis. Distribucion de la heterocigosidad en los 5 loci
enzimaticos. Ho y He corresponden a la heterocigosidad observada y esperada
respectivamente; D indice relativo de desviacion de heterocigotos del valor esperado,

* P <0.05.

LOCUS N Ho He D
PGM 180 0,4222 0,6948 -0,392 *
GPI 182 0,4066 0,7361 -0,448 *
ME 176 0,3295 0,7102 -0,536 *
LAP 182 0,4286 0,6621 -0,353 *
PEP 180 0,4111 0,7459 -0,449 *
Means 180 0,3996 0,7098 -0,436

4.2.1 Heterocigosidad multi locus (HML)

Los valores de HML que variaron entre 0 y 5 tuvieron un valor promedio de 1.978
alelos por locus (N=91). En la Tabla 6 se muestra el grado de correlacion existente
entre el peso seco, las variables fisiolégicas y la heterocigosidad multi locus. Para una

mejor visualizacion de las tendencias encontradas se graficaron los promedios + el error
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estandar del peso seco y de las variables fisioldgicas segun el grado de heterocigosidad

(Fig. 12, 13,14 y 15).

TABLA 6. Mytilus chilensis. Regresiones de las diferentes variables fisiologicas
estandarizadas y la heterocigosidad multi locus medida por individuo. La ecuacion de
regresion se expresa como Y= a + bx, donde Y es la variable fisiolégica y X el nimero
de loci para los cuales el individuo es heterocigoto (HML), b el coeficiente de regresion
y a la constante. Se da el valor de r® para la relacion y la significancia estadistica P,

* P<0.05, NS no significativo. Ademas se describe la relacién entre el peso seco (g) y la

HML. N=91
VARIABLES FISIOLOGICAS a b r? P
Consumo oxigeno 20 psu — 15 °C 0,436 0,054 0,02 NS
(ml O,/h™)
Consumo oxigeno 25 psu — 15 °C 0,547 0,037 0,035 NS
(ml Ox/h™)
Consumo oxigeno 30 psu — 20 °C 0,385 0,026 0,06 *
(ml O,/h™)
Tasa excrecion 20 psu — 15 °C 10,532 0,502 0,005 NS
(Hg NH,-N h)
Tasa excrecion 25 psu — 15 °C 22,371 1,035 0,01 NS
(ug NHz-N h)
Tasa excrecion 30 psu — 20 °C 49,488 3,532 0,016 NS
(B9 NH,-N h)
Peso seco (g) 0,167 0,005 0,013 NS

La relacion entre el peso seco y la HML se encontré una pendiente positiva no
significativamente distinta de cero (Fig. 12). En la tasa de excrecion tampoco se

observd una correlacion significativa (Fig. 13 tabla 5), observandose una pendiente
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positiva (P<0.05) en el tratamiento a 30 psu -20 °C. En la tasa de consumo de oxigeno
se vio una pendiente positiva y significativa (P = 0.02) en el ensayo a 30 psu y 20 °C
(Fig. 15). En los demas tratamientos se observdé una relacion positiva pero no

significativa.

0,40

0,35 — P. seco = 0.005 HML +0.167
(2 =0.013; N = 91; P>0.05)
0,30
0,25

0,20

0,15
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0,10 —
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0,00 T T T T T T

N° loci heterocigotos

Figura 12. Mytilus chilensis. Regresion entre el Peso Seco (g) y la heterocigosidad

multi locus (HML). Las lineas verticales corresponden al error estandar.
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Figura 13. Mytilus chilensis. Regresion entre las variables fisiologicas (20 psu y 15 °C)
y la heterocigosidad multi locus (HML). a) tasa de excrecién (ug NH4-N h™), b) consumo

de oxigeno (ml O, h™"). Las lineas verticales corresponden al error estandar.
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Figura 15. Mytilus chilensis. Regresion entre las variables fisioldgicas (30 psu y 20 °C)

y la heterocigosidad multi locus (HML). a) tasa de excrecién (ug NH4-N h™), b) consumo

de oxigeno (ml O, h™%). Las lineas verticales corresponden al error estandar.
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5. DISCUSION

En relacion con el analisis electroforético, es necesario destacar la alta
variabilidad genética observada en la cohorte, el valor de polimorfismo (62.5%) fue alto
comparado con el obtenido por Toro et al., (2006) con un valor de 40.8% para la misma
especie. Ello podria deberse al menor nimero de loci analizados inicialmente en este
estudio. La heterocigosidad promedio de la poblacion con un valor de 0.399 fue similar
a la observada en el trabajo de Toro et al.,, (2006) donde se observé un promedio
Ho = 0.342 para los 5 loci analizados. En cuanto a la deficiencia de heterocigotos en el
presente estudio se observdé un D promedio igual a —0.436 lo que es mayor a lo
reportado en trabajo antes mencionado, en el que obtuvo valor D = -0.24 para igual
cantidad de loci analizados en choritos de la localidad de Yaldad (N = 148). Esta
deficiencia de heterocigotos es una observacion comudn en la literatura de bivalvos, la
cual ha sido reportada por Toro et al., (1995 b), Toro y Vergara, (1998).

La desviacion a lo esperado de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg, es algo
que se ha reportado en moluscos bivalvos, este fenomeno se ha observado en
poblaciones silvestres de Mytilus edulis (Gosling y McGrath, 1990), Ostrea chilensis
(Toro y Vergara, 1995 c), Crassostrea virginica (Zouros et al., 1980). En el presente
estudio todos los loci se desviaron significativamente de lo esperado segun el equilibrio
de Hardy-Weinberg. Ante esto se han planteado diversas hipotesis que explicarian el
hecho de esta carencia de individuos heterocigotos. Es asi, que entre las causas
probables esta la existencia de una seleccion a individuos heterocigotos, por endogamia

o efecto Wahlund (Toro et al., 1995 b y c; Hansson y Westerberg, 2002). En ostras la
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explicacion mas probable es que existiria una seleccion a través de una mortalidad
diferencial entre homocigotos y heterocigotos en estadios tempranos, lo que causa una
deficiencia de heterocigotos en la etapa adulta (Toro et al., 1995 b). Las hipotesis que
involucran procesos selectivos son las explicaciones mas acertadas para moluscos
bivalvos, ya que por sus desoves masivos, fertilizacion externa y dispersion larval seria
descartable la endogamia y el efecto Wahlund.

Existe en la literatura cientifica una considerable cantidad de estudios en
moluscos bivalvos que abordan el tema tan controversial de si existe o no una relacion
positiva entre la HML y ciertos parametros de aptitud biolégica como son el crecimiento
y la reproduccién. Correlaciones positivas han sido observadas pero no se presentan en
forma generalizada. Es asi, que se ha observado correlacion positiva entre la tasa de
crecimiento y la HML en Mytilus edulis (Koehn y Gaffney, 1984), Mulinia lateralis (Koenh
et al., 1988), Ostrea chilensis (Toro et al., 1996; Toro y Vergara, 1998) entre otros.

Una mayor eficiencia metabdlica se reflejaria en mayores tasas de crecimiento,
esperandose una relacion entre el grado de HML vy la fisiologia energética que influye
en la tasa de crecimiento. El incremento de la eficiencia metabdlica puede deberse a
una reduccion de costos o bien a un incremento de la absorcion de energia (Toro et al.,
1996). Esta relacion podria verse enmascarada por la edad 6 madurez reproductiva en
que se encuentre el individuo. Debido a ello se han llevado a cabo estudios de
laboratorio a fin de evaluar el efecto de variables como la salinidad, temperatura y
concentracion de alimento sobre el balance energético, determinando las ganancias y
pérdidas de energia en especies de moluscos bivalvos (Navarro, 1988; Hutchinson y

Hawkins, 1992). En el presente trabajo se midieron las variables fisiologicas en
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individuos adultos de una misma cohorte de M. chilensis, a fin de establecer su relacion
con el grado de HML y el tamafio corporal observado. Trabajos sobre fisiologia
energética en M. chilensis son escasos en la literatura y se limitan a los resultados
reportados por Navarro (1983), en el cual el genotipo del individuo no se considero
tomandose entonces como un factor constante, pero se debe destacar que una cohorte
compuesta por diferentes grupos etarios y diferentes genotipos, pueden expresar
capacidades fisiologicas diferenciales.

En el presente estudio la tasa de excrecidon no presentd una relacion significativa
(P>0.05) con el tamafio corporal en dos de los ensayos realizados, aunque la pendiente
de la regresion, en ambos casos fue positiva, solo en el ensayo realizado a 20 °C y 30
psu, correspondiente a una de las condiciones de estrés, la relacion fue negativa (r* =
0.01; P>0.05) Tabla 1, Fig. 11. Aquellos individuos de mayor tamafo, presentaron una
menor tasa de excrecion bajo condiciones de estrés. Sin embargo, este ensayo fue
donde se registraron los mayores niveles de excrecion con un promedio de 41.872 ug
NH.-N h™ lo que podria ser reflejo de lo que sefiala Navarro (1988), en relacién ha que
esta especie en periodos donde se ve reducida la ingestion de alimento, movilizan
proteinas como sustrato metabdlico principal, produciendo altas tasas de excrecion. Se
pudo observar un incremento de esta tasa con la temperatura y salinidad, al igual que lo
observado por Hutchinson y Hawkins (1992), aunque la mayor influencia, en este caso
fue de la temperatura. Los coeficientes de correlacion para esta tasa, fueron menores a
los reportados para la misma especie Navarro (1983), donde se reporté un valor de
r=0.99, pero utilizando un menor numero de individuos (N=24) y un rango de tamafio

mas amplio. En cuanto al valor del intercepto estuvo por sobre y bajo la media
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observada, y los valores del coeficiente de regresion b se encuentran muy por encima
de lo obtenido en dicho estudio, lo que pudo deberse a las diferencias de temperaturas
en las que se realizaron las mediciones.

El consumo de oxigeno mostré una tendencia a incrementar con el aumento del
tamafio corporal, aunque la relacion no fue significativa (P>0.05); Tabla 1, Fig. 9 y 11;
exceptuando en el ensayo de 30 psu y 20 °C donde fue significativa la tendencia
positiva, pudiendo deberse a la situacion de estrés en que se encontraban los
individuos; a diferencia del ensayo a 25 psu y 15 °C donde se mostré independiente del
tamano corporal del individuo, Fig. 10. Se observo una leve disminucion del consumo
de oxigeno a medida que aumentaba la salinidad, no detectandose un aumento a
medida que se incremento la temperatura, lo cual era esperado y observado en otros
trabajos como el de Ostrea edulis de Hutchinson y Hawkins, (1992) en donde la tasa
respiratoria tendi6 a aumentar con la temperatura, en forma independiente de la
salinidad en la cual se realizdé el ensayo. No obstante, la reduccion de consumo de
oxigeno podria ser causada por el cierre de las valvas ante un aumento de salinidad,
por sobre el promedio de su habitat, deteniéndose la corriente alimentaria y la irrigacion
de oxigeno a las branquias. Las pendientes de la tasa de consumo de oxigeno fueron
menores, para condiciones experimentales similares (metabolismo estandar + proceso
de digestion) reportados por Navarro (1983), lo que puede ser explicado debido a las
diferencias de temperaturas utilizadas (12 °C a 15 6 20 °C), siendo ésta variable la que
afecta la respuesta respiratoria en bivalvos y la salinidad, mostrandose casi

independiente del tamafio corporal.
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En la mayoria de los tratamientos las variables fisiolégicas se correlacionaron
positivamente con el peso seco aunque no en forma significativa (P>0.05). También se
observd pendientes positivas entre el tamafio corporal, las variables fisiologicas y la
heterocigosidad multi locus (HML), pese a que no fueron significativas. Es asi, que en la
relacion peso seco y HML la pendiente fue positiva (P>0.05), lo cual es lo esperado aun
cuando ésta no fue significativa, indicando que los individuos de mayor peso
corresponderian a aquellos con mayor grado de HML (Fig. 12). Lo anterior nos permite
especular que la mayor eficiencia metabdlica de los individuos mas heterocigotos, se
traduce en la obtencidbn de mayor tamafo corporal. En el consumo de oxigeno se
registr0 una correlacion positiva y significativa en el ensayo de 30 psu - 20 °C, sin
embargo, en todas las regresiones de las variables fisiologicas estandarizadas sobre la
heterocigosidad multi locus, se vieron bajos valores de los coeficientes de
determinacion (r?).

La tendencia general fue que los individuos de mayor peso presentaron tasas
fisioldgicas comparativamente superiores, aunque no significativamente distintas. Ello
podria deberse a la poca dispersion de tamafio corporal de los individuos estudiados, lo
cual no permiti6 observar de manera mas notoria como el efecto peso corporal
determina la variacion de los parametros fisiolégicos que componen las pérdidas
energéticas tomando en cuenta que se analizo sola una cohorte. Otra consideracion se
refiere a la existencia de esta correlacion, debido a la hipotesis de efecto directo
(sobredominancia), la que en estudios alozimicos estaria regulando la existencia o no
de correlacion entre fitness y HML, la sobredominancia confiere ventaja al individuo

heterocigoto por sobre el homocigoto (Mitton, 1997).
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La componente que domina consumo de energia para el alcance del crecimiento
esta dado por el gasto del consumo de oxigeno. Esta variable puede verse afectada por
aumentos de temperatura o bajas de salinidad (Hutchinson y Hawkins, 1992), le sigue la
variable tasa de excrecion, siendo estas dos tasas fisiologicas las que influirian
directamente en el balance energético y por ende en la energia que queda disponible
para el crecimiento. La tasa de consumo de oxigeno y de excrecion, han sido
generalmente correlacionadas negativamente con la HML (Koehn, 1982 en C. virginica;
Diehl, 1986, Diehl et al., 1985 en M. edulis; Toro, 1996 en Ostrea chilensis) pero no
obstante, al realizar el balance de energia se ha encontrado en estos trabajos una
correlacion positiva entre crecimiento y HML, la cual se propone, es un producto de una
mayor eficiencia energética, de un costo metabdlico inferior en los individuos
heterocigotos.

De este modo el presente estudio se suma a otros reportes en los que no se ha
encontrado asociaciones positivas entre la heterocigosidad multi locus y la fisiologia
energética de invertebrados marinos; aun cuando las asociaciones no resultaron ser
significativas, la ausencia de relacion puede deberse a la edad de los individuos
experimentales, ya que es sabido que en individuos adultos la energia es destinada
para reproduccion y no para crecimiento como ocurre en juveniles; pero igual debe
tomarse en cuenta la poca dispersion de los tamafos corporales de los individuos

analizados y que se estudi6 solo una cohorte.
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Conclusiones

La alta variabilidad genética observada para Mytilus chilensis sugiere que estas
poblaciones presentan un gran potencial para adaptarse genéticamente al
cambio ambiental, lo que se explica porque habitan en ambientes muy

inestables.

La heterocigosidad estimada se encuentra dentro del rango descrito para
bivalvos marinos. Aungque se encontré un déficit de heterocigotos, que se aleja
de lo esperado de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg, que podria estar

siendo producido por una seleccién contra los heterocigotos.

Las Tasas fisiologicas aumentaron con el tamafo del individuo, no
encontrandose una relacion positiva entre heterocigosidad y crecimiento; por lo
que el grado de heterocigosidad multi locus (HML) no estaria incidiendo sobre el
balance energético y por consiguiente no estaria afectando la tasa de

crecimiento, salvo bajo condiciones de estrés extremas.

La tasa de excrecion aumentd sus valores junto con el incremento de la
salinidad, al contrario el consumo de oxigeno aumentd a medida que la salinidad
decrecia. Mientras bajo condiciones estresantes el consumo de oxigeno en
relacion al tamafio corporal y al grado de heterocigosidad evidencia una

sobredominancia de individuos heterocigotos por sobre los homocigotos,
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revelando las diferencias potenciales entre estos, las que se ven acentuadas por

el estrés ambiental.

La correlacion entre heterocigosidad y tamafio corporal podria depender de la
etapa de vida del individuo, si estd maduro o no sexualmente determina los
requerimientos energéticos, por lo que podria perderse con la edad la
correlacion, por lo gue no se habria encontrado en el presente estudio debido a

gue se trabajo con individuos adultos.

La poca dispersion del tamafio corporal de los individuos analizados igual habria
influido en la ausencia de relacion ya que podria enmascar el efecto del peso
corporal por sobre las variables fisioldgicas y por haber estudiado soélo una

cohorte.
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