¥y ¥ ¥y

Archivos de Medicina Veterinaria
ISSN: 0301-732X
archmv@uach.cl

Universidad Austral de Chile
Chile

Toro, JE; Montoya, MP; Martinez, V; Gutiérrez, D; Vergara, AM
Consecuencias de la autofecundacion sobre la tasa de crecimiento y supervivencia de Argopecten
purpuratus
Archivos de Medicina Veterinaria, vol. 42, nim. 2, 2010, pp. 63-70
Universidad Austral de Chile
Valdivia, Chile

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374007

Cdémo citar el articulo [

D

Numero completo . -, e
P Sistema de Informacién Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374007
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=173016374007
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1730&numero=16374
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374007
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org

Arch Med Vet 42, 63-70 (2010)

ARTICULO ORIGINAL

Consecuencias de la autofecundacion sobre la tasa de crecimiento
y supervivencia de Argopecten purpuratus

Consequences of self-fertilization on the growth rate and survival
of Argopecten purpuratus

JE Toro®*, MP Montoya?, V Martinez’, D Gutiérrez?, AM Vergara®

Instituto de Biologfa Marina “Dr. Jiirgen Winter”, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.
bFacultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
“Instituto de Fomento Pesquero, Puerto Montt, Chile.

SUMMARY

The Northern scallop, Argopecten purpuratus, is a hermaphrodite species which has a great economical importance in Chile and Perd. Hatchery
techniques for juvenile production have been developed for this species, allowing the study of the potential effect of self-fertilization in the aquaculture
of the Northern scallop. The present study produced several families of A. purpuratus in a hatchery using a factorial design, which allowed the statistical
analyses of growth and survival of each family, with variable initial self-fertilization percentage. On the other hand, PCR-based molecular markers (RAPD)
were developed which allowed the identification of self-fertilized individuals within each family. The percentage of self-fertilization was estimated
initially and at 6, 9 and 12 months of age, observing a significant reduction of it in each of the experimental families. The results obtained allowed us
to conclude that even if the self-fertilization has a negative effect on the development of the Northern scallop, this is only at individual level, affecting
the growth and survival of the individuals which have been produced under that condition. However, those families produced by crossfertilization,
which have variable self-fertilization percentages among them, are not significantly affected on their growth and survival, because the self-fertilization

percentage is reduced gradually with the age of the individuals.
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INTRODUCCION

El ostion del norte, Argopecten purpuratus, es un
molusco bivalvo, hermafrodita funcional, de fecundacion
externa, que se distribuye por la costa pacifica desde
Corinto en Nicaragua hasta Valparaiso en Chile, encontran-
dose en fondos arenosos y/o con grava hasta los 40 m de
profundidad. Como recurso pesquero en Chile (Martinez
y col 2007) y Perd (Tarazona y col 2007) posee un alto
valor comercial. El nimero de centros de cultivo de ostién
en Chile tuvo un importante incremento en los dltimos
15 afios, existiendo actualmente 252 centros de cultivo
autorizados (Taud y Palacios 2003), con una produccién
que aument6 de 1.182 ten 1990 a 20.072 t en el afio 2007
(SERNAPESCA 2007).

En los bancos naturales, la condicion hermafrodita del
ostion hace que inevitablemente existan grados variables
de autofecundacién, debido a que esta especie emite
ambos tipos de gametos en un lapso de tiempo muy corto
(Illanes 1988). La emisién de gametos se inicia con los
espermatozoides y al cabo de un par de minutos continia
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con los ovocitos por el mismo conducto, lo cual genera un
nimero variable de individuos autofecundados.

La autofecundacién, por definicidn, se traduce en un
aumento de la endogamia, la que a nivel genotipico genera
una reduccion de la heterocigosidad (Kristensen y Sorensen
2005). A nivel fenotipico, en cambio, la autofecundacién
reduce la viabilidad de los organismos debido a los efectos
deletéreos de algunos alelos en estado homocigoto y a la
depresion endogdamica o reduccién del valor fenotipico
promedio de los caracteres cuantitativos relacionados con
el crecimiento, supervivencia y la eficiencia fisiolégica
(Falconer y Mackay 1996). Ademds, la autofecundacién es
un mecanismo reproductivo que lleva a una pérdida de la
variabilidad genética y afecta la capacidad de adaptacion
de un individuo, ya que incrementa el nimero de loci
homocigotos (Tuan y Simdes 1998, Zheng y col 2008).
En Crassostrea virginica 'y Mytilus edulis se detecté una
correlacién positiva entre la tasa de crecimiento y la hete-
rocigosidad, por lo que la autofecundacién, que en teoria
disminuye esta heterocigosidad, afectaria negativamente
el crecimiento y supervivencia de estas especies (Gentili
y Beaumont 1988, Toro y col 2008). Los individuos hete-
rocigotos de una misma cohorte fueron en promedio més
grandes que los homocigotos (Gentili y Beaumont 1988),
lo que hizo pensar que la contribucién de diferentes loci
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en esta relacion seria aditiva, sin embargo, en Mulinia
lateralis se observo que la contribucién de los loci era de
tipo diferencial (Koehn y col 1988).

Los efectos de la autofecundacion se han estudiado en
varias especies de moluscos bivalvos. Beaumont y Budd
(1983) observaron en Pecten maximus una reduccion
significativa de la tasa de crecimiento de la larva véliger
(de 18 dias) en condiciones de cultivo. Por su parte,
Tuan y Simdes (1998) estudiaron la autofecundacion en
Biomphalaria tenagophila utilizando isoenzimas y micro-
satélites, demostrando que una desventaja que les otorga
la caracterfstica de autofecundados a los individuos era la
edad en que los individuos alcanzaban la madurez sexual, la
cual era cada vez mayor a medida que pasaban las genera-
ciones. Para otras especies del género Argopecten, Ibarra'y
col (1995) estimaron el efecto de la autofecundacién sobre
el crecimiento y la supervivencia en larvas de Argopecten
circularis, en familias provenientes de autofecundacion
por cruzamientos y familias obtenidas a través de desove
masivo. En su trabajo, ademads, se contrastd cada tipo
de cruzamiento observandose diferencias significativas
en el tamafio y mortalidad de los individuos al final del
experimento en los 3 cruzamientos, siendo el crecimiento
y la supervivencia de los individuos autofecundados sig-
nificativamente menor.

La correcta identificacion de los individuos autofecun-
dados es un requisito para un disefio en que los ostiones
de distintas familias se distribuyen al azar con el fin de
cuantificar sus potenciales efectos en un programa de
mejoramiento genético. Los marcadores moleculares
RAPDs (random amplified polymorphic DNA) son
para este proposito una buena alternativa para estudios
de genética poblacional (Liu y Cordes 2004). Algunas
ventajas de estos marcadores —con respecto a otras téc-
nicas moleculares— son la rapidez, el menor costo y que
s6lo requiere una pequefia cantidad de ADN molde por
reaccion. Ademds, en esta técnica se utilizan regiones
anénimas del ADN, por lo que no es necesario tener un
conocimiento previo de la secuencia a amplificar y, ademds,
los iniciadores aqui empleados permiten amplificar tanto
ADN nuclear como mitocondrial. Considerando como
desventaja de la técnica el hecho de que los loci RAPDs
en su mayoria proveen marcadores bialélicos dominantes
(Aagard y col 1998, Garcia y Benzie 1995), es necesario
estandarizar todas las variables posibles al momento de
amplificar para que los patrones de bandas sean repetibles
(Montoya 2005). Estos marcadores (RAPDs) han sido
utilizados satisfactoriamente en estudios de genética
poblacional en Placopecten magellanicus (Patwary y
col 1994), Nematostella vectensis (Pearson y col 2002),
Perna canaliculus (Star y col 2003), Oreochromis niloticus
(Hassanien y col 2004), Mytilus chilensis (Toro y col 2004),
Rutilus rutilus caspicus (Keyvanshokooh y Kalbassi 2006),
Momordica charantia (Behera y col 2008). También se
ha utilizado para la identificacion de especies del género
Cerastoderma (Andre y col 1999) diferenciar especies de
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mitilidos (Rego y col 2002), para evidenciar fertilizacién
cruzada en Biomphalaria glabrata (Vernon y col 1995) y
para diferenciar morfos en la especie Oerstedia dorsalis
(Sundberg y Andersson 1995). Vernon y col (1995), en la
especie B. glabrata, determinaron que los RAPDs proveen
el polimorfismo necesario para ser empleados en la dife-
renciacion de progenies producidas por autofecundacion
y cruzamiento. Estos autores observaron que cuando un
individuo provenia de fertilizacién cruzada todos los
patrones de banda tenfan la combinacién de bandas de
ambos padres.

De acuerdo a su biologia reproductiva, el ostién del
norte es una especie idonea para estudiar los efectos de
la autofecundacién sobre la tasa de crecimiento y la su-
pervivencia. Ademds, la identificacion de los individuos
autofecundados es indispensable para determinar sus
efectos en las familias producto de fecundacién entre
distintos reproductores.

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar molecu-
larmente la autofecundacioén y su efecto sobre la viabilidad
y el crecimiento, en familias obtenidas por cruzamiento
dirigido, identificando los individuos autofecundados por
medio de marcadores moleculares RAPDs.

MATERIAL Y METODOS

Ostiones adultos (A. purpuratus) provenientes de
bancos naturales del norte de Chile (IV Regidén) fueron
utilizados para generar 49 familias mediante un disefio de
cruzamiento factorial con 7 hembras y 7 machos (7 x 7).
Del total de familias obtenidas, 7 fueron autofecundadas
y las 42 restantes se obtuvieron por los cruzamientos
entre reproductores. Los desoves y el cultivo larval fueron
realizados de acuerdo a Toro y col (2003). Debido a que
los ostiones desovan primero como macho y luego como
hembra, después de 3 pulsos de espermatozoides los
ostiones se trasladaron a nuevos recipientes con agua de
mar para el desove como hembra. Previo a efectuar los
cruzamientos se tomaron muestras de los ovocitos de cada
uno de los ostiones (3 alicuotas por hembra), las que se
mantuvieron en agua de mar durante 12 horas, para luego
fijarlas y establecer, por medio de observacién directa al
microscopio, el porcentaje inicial de ovocitos fecundados
por hembra (Toro y col 2009). Las familias obtenidas se
mantuvieron en estanques de 200 1 (N = 49) con agua
de mar filtrada y esterilizada. A los 2 (larva trocé6fora),
5 (larva D) y 15 dias postfecundacion (larva con ojo) se
tomaron muestras de cada estanque (con 3 réplicas) para
cuantificar el nimero inicial de larvas en cada familia.
El agua de los estanques se recambid diariamente y se
adicion6 una mezcla de microalgas (Isochrysis sp. y
Chaetoceros sp.) a una concentracién conocida (Martinez
y col 1995). A los 30 dias de cultivo larval se colocaron
mallas japonesas “netlon” en los estanques como substrato
para la fijacion de las larvas (Winkler y Estévez 2003).
Los juveniles allf fijados se mantuvieron en el laboratorio
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por 3 meses, para luego ser trasladados al mar en lineas
de cultivo en la Bahia de Hueihue, Chiloé.

A los 7 meses de edad, 200 ostiones de cada familia
fueron medidos (mm) y pesados (mg) segin Winkler y
Estévez (2003) y marcados en forma individual (Toro y
col 1995), lo que permitié mezclar los individuos de todas
las familias, evitando asi el efecto ambiental. Los ejem-
plares experimentales se dispusieron en redes cilindricas
(Kafucu y Ikenoue 1983) de 10 pisos con una densidad
de 50 individuos por piso, reduciéndose a 25 ostiones
por piso a los 9 meses de edad. Los datos de peso vivo y
longitud de la valva se obtuvieron a los 6, 9 y 12 meses de
edad, analizdndose mediante un modelo de regresion lineal
simple con el paquete estadistico SAS. Para este andlisis
se utilizaron los valores iniciales de autofecundacién de
cada una de las hembras. Se estimé también la produc-
tividad del peso y la talla, medidos como el incremento
en mg o mm respectivamente, correspondiente a los 90
dias entre cada muestreo. El andlisis de varianza permitio
determinar si los efectos de la autofecundacion fueron es-
tadisticamente significativos. Junto con lo anterior y luego
de obtener el porcentaje de mortalidad por familia a los 9
y 12 meses, se llevo a cabo un anélisis de varianza (con
datos transformados a arcoseno) con el fin de establecer
si los porcentajes iniciales de autofecundacién en las
familias de cruzamiento tuvieron un efecto significativo
sobre la mortalidad.

Para los andlisis genético-moleculares se obtuvieron
muestras de larvas de 10 dias de cada uno de los estanques
(N'=50), juveniles de 3 meses de edad (N = 50/familia) y
adultos de 10 meses de edad (50/familia), las cuales fueron
fijadas en etanol al 95% y almacenadas a -18 °C para su
posterior andlisis genético. Ademds, los reproductores que
dieron origen a estas familias también fueron muestreados
luego del desove, tomando una muestra de miisculo, borde
del manto y génada, tejidos que también fueron fijados en
etanol al 95%. De cada muestra fijada se tomo un trozo de
tejido (30-60 mg), el que fue trozado finamente y puesto
en tubos Eppendorf conteniendo tampén de lisis (10 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 20 mM NaCl), al que se
agregaron SDS al 20% y 200 pg de proteinasa K, incubado
a 37 °C durante 12 h. Luego se llev6 a cabo la extraccién
de ADN con 500 pL. de una mezcla de fenol-cloroformo-
alcohol Isoamilico (25:24:1). Los tubos se centrifugaron
a 6.500 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y el
ADN fue precipitado con 800 pL de etanol 95% (a -20 °C).
Posteriormente se centrifugé a 12.000 g por 10 minutos
a4 °C, descartandose el sobrenadante. Para el secado del
sedimento, los tubos se pusieron invertidos sobre papel
absorbente hasta la completa evaporacién del etanol. El
ADN se resuspendi6 en 200 pL. de agua destilada estéril
y se mantuvo a 4 °C hasta su amplificacion. En el caso de
la extraccion de las muestras de larvas, el sedimento de
ADN fue resuspendido en 50 pL.

La amplificacion de cada muestra (48 iniciadores) se
realiz6 en un volumen de reaccion de 25 uL. que contenia:

PCR-Buffer (Invitrogen), 2,0 mM de MgCl,, 0,2 uM de la
mezcla de dNTP’s, 0,4 mM de cada iniciador y 1 unidad de
Taq polimerasa (Invitrogen), més 2 pL de la correspondiente
dilucién 1:10 de ADN gendmico. Para las amplificaciones
se utilizé un Termociclador Amplitron II (Thermolyne) y
un programa cuyos pardmetros ciclicos de temperatura
fueron: un perfodo de desnaturalizacién del ADN a 94 °C
por 15 s, seguido de 35 ciclos de: 94 °C por 30 s, 35 °C
por 30 s, 72 °C por 1 min. En cada reaccién se incorpord
una escala estdndar de 1Kb (Promega) y un control nega-
tivo (sin ADN). Los productos de PCR obtenidos fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1,2%
utilizando un buffer TBE 0,5X (44,5 mM tris base, 44,5
mM dacido bérico, IM EDTA, pH 8) por aproximadamente
2 horas, a 80 V. La tincién del gel se realiz6 con bromuro
de etidio, la visualizacién de las bandas se llevo a cabo
en un transiluminador UV y el gel se fotografié con una
cdmara digital.

La identificacién de individuos autofecundados dentro
de las familias obtenidas por cruzamiento se llevé a cabo
seglin: a) los patrones de banda de las hembras proge-
nitoras, utilizando un mismo partidor y en las mismas
condiciones de PCR, con una réplica para cada muestra;
b) los patrones de banda de 12 individuos de cada una
de las siete familias autofecundadas, y c¢) los patrones de
banda de 40 individuos en su etapa larval y semilla (para
cada familia) y los patrones de banda de 30 individuos
de cada una de las 10 familias obtenidas mediante cru-
zamiento, escogidas al azar en el dltimo muestreo. Con
esta informacion se establecié que un individuo era auto-
fecundado cuando presentaba todas las bandas escogidas
como marcadores (Vernon y col 1995). Posteriormente, se
calcul¢ el porcentaje de autofecundados en cada familia
y en cada una de las etapas de muestreo (larvas, semillas
y 10 meses de edad).

RESULTADOS
CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA

El porcentaje inicial de ovocitos fecundados por hembra
correspondi6 a 14,16%, 45,76%, 14,50%, 18,03%, 17,90%,
23,20% y 9,96% para las hembras 1, 2, 3,4, 5,6y 7 respec-
tivamente (cuadro 1). La obtencion de familias a través del
disefio factorial permiti6 llegar al término del estudio (12
meses) con suficientes ejemplares en 25 familias, cuatro de
las cuales fueron autofecundadas. En la figura 1 se grafica
el comportamiento de la longitud de la valva durante tres
etapas de desarrollo (6,9 y 12 meses de edad). Se observé una
disminucién en la longitud de la valva a medida que aumen-
taron los porcentajes de autofecundacion. Sin embargo, esta
disminucién sélo fue significativa a los 9 meses (P < 0,05).
Ademds, la productividad a la misma edad fue también
significativa con una disminucién que se correlaciona con
el aumento en los porcentajes de autofecundacion (figura 1).
En la figura 1, ademads, se observa el comportamiento que
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tuvo la ganancia de longitud de la valva en cada muestreo,
donde el incremento debido al efecto en el aumento de
la autofecundacion fue significativo a los 6 y 9 meses de
edad (P < 0,05). En la figura 2 se grafica el cardcter peso
vivo del ostion, el cual disminuy6 con el aumento de la

Cuadro 1. Porcentaje de individuos autofecundados (%) dentro
de las familias de A. purpuratus producidas por cruzamiento en
diferentes estadios de su ciclo de vida.

Percentage of self fertilization (%) within A. purpuratus
families produced by crossing at different stages of their life cycle.

% de Autofecundacion

Familia Hembra
Inicial Larvas Juvenil Adultos
8 2 458 18,75 4,76 2,20
10 2 45,8 20,00 6,60 0,00
15 3 14,9 8,30 0,00 0,00
16 3 14,9 14,28 7,28 5,13
19 3 14,9 4,00 0,00 0,00
20 3 14,9 14,28 8,30 0,00
28 5 17,9 7,69 0,00 0,00
36 6 23,2 0,00 0,00 2,56
38 6 23,2 14,28 5,00 3,23
39 6 23,2 0,00 0,00 0,00
Promedio 23,8 720 494 1,56
90 5.000
30 - L 4.500
70 %4\ - 4.000
k3.500
60 -
A4 Y =¥ = = = = — o _ _ _
2 Y ¥ £3.000
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Productividad (mm)

autofecundacion, aunque este efecto solo fue significativo a
los 9 meses de edad (P < 0,05). Este mismo comportamiento
se observa en la figura 2 para la productividad del carécter
peso vivo, para el cual el efecto que produce un aumento en
el porcentaje de autofecundacion sélo fue significativo a los
9 meses de edad (P < 0,05). El efecto de la autofecundacién
sobre la mortalidad sélo fue significativo a los 9 meses de
edad (P < 0,05), alos 12 meses de edad este efecto dejé de
ser significativo (P > 0,05).

MARCADORES MOLECULARES

De los iniciadores analizados se seleccioné uno
(5’-CCGGCCCCAA-3’) para llevar a cabo los andlisis de
las muestras obtenidas en cada etapa del ciclo de vida del
ostion. Este iniciador permiti6 discriminar con claridad los
patrones de bandas y presentd una alta repetibilidad. Las
muestras amplificadas de las familias permitieron determinar
el patrén de bandas de 1la hembra progenitora y el patrén
de los autofecundados. El cuadro 1 muestra los porcentajes
de autofecundacién en cada una de las 10 familias y para
cada una de las hembras progenitoras, observandose una
reduccién de los porcentajes de autofecundacion en las
distintas etapas del ciclo de vida. El andlisis de varianza
establecid que la disminucion de los autofecundados dentro
de las familias obtenidas por cruzamiento fue estadistica-
mente significativa (P < 0,05).

Los andlisis de varianza para comparar la longitud
de la valva y el peso vivo del ostién entre las familias de
autofecundados y las obtenidas a través de cruzamiento
indican diferencias significativas para la longitud de la valva,

0,25

0,22 4
0,204

0,18 s

0,154
0,134

0,10

Ganancia (mm)

0,08 -
0,05 1

0,03 1

0,00 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Nivel de autofecundacion (%)

—e— Ganancia enero --O-- Ganancia abril

- ¥ - Ganancia julio

Figura 1. Productividad y ganancia en longitud de la valva (mm) a los 6, 9 y 12 meses de edad en relacién al nivel de autofecundacién
en las familias de A. purpuratus provenientes de cruzamiento.

Productivity and gain in shell length (mm) at 6, 9 and 12 months of age in relation to the self fertilization level within families of A. pur-

puratus produced by crossing.
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Figura 2. Comportamiento del peso vivo (mg) y su productividad a los 9 y 12 meses de edad, en relacién al nivel de autofecundacién

en familias de A. purpuratus producidas por cruzamiento.

Behaviour of the live weight (mg) and its productivity at 9 and 12 months of age in relation to the self fertilization level within families

A. purpuratus produced by crossing.

mientras que para el peso vivo s6lo mostré un F significativo
alos 9 meses de edad (Toro y col 2009). Estas diferencias
indican que el crecimiento (peso vivo y longitud de la valva)
y supervivencia de los individuos autofecundados es menor
(P < 0,05). La diferencia entre la tasa de supervivencia
de las familias autofecundadas, comparada con la de las
familias provenientes de cruzamiento es significativa, e
indica a su vez que la supervivencia se ve negativamente
afectada por la autofecundacién (P < 0,05).

DISCUSION

Los porcentajes de autofecundacién obtenidos en
los ejemplares utilizados en los cruzamientos durante el
presente estudio variaron entre 9,96% y 45,76% en los
ostiones N° 7 y N° 2 respectivamente, valores que estan
dentro de los rangos descritos en la literatura para esta
especie (Winkler y Estévez 2003). Lo interesante es que a
pesar de haber tenido altos porcentajes de autofecundacién
iniciales, las familias formadas con estos ovocitos presen-
taron porcentajes cercanos al 1% a los 12 meses de edad
(estado adulto). Debido a que el presente estudio involucrd
mantener los organismos experimentales hasta la etapa
adulta, fue posible establecer que hubo una mortalidad
especifica asociada a las larvas y juveniles producidos
por autofecundacion. Ello permite inferir que al momento
de realizar con esta misma cohorte cruzamientos para
producir una segunda generacion, el nimero de individuos
autofecundados seria menor al 1%. Cabe destacar que
la mayoria de los estudios en moluscos hermafroditas
que se han realizado hasta ahora sélo han cuantificado
diferencias para la tasa de crecimiento y supervivencia
entre las familias generadas por autofecundacion y las
producidas por cruzamiento en los primeros estadios
larvales o en etapas juveniles iniciales. Los efectos de

la autofecundacion sobre distintos caracteres fenotipicos
descritos en la literatura (Beaumont y Budd 1983, Ibarra
y col 1995, Tuan y Simdes 1998, Winkler y Estévez 2003,
Martinez y col 2007, Martinez y Di Giovanni 2007,
Zheng y col 2008) son muy variables, observdndose que
la edad de los organismos al momento de ser evaluados
tiene un efecto significativo. Winkler y Estévez (2003)
estudiaron los efectos de la autofecundacién en los pri-
meros estadios de desarrollo (140 d) de A. purpuratus 'y
concluyeron que no existe diferencia en el crecimiento
y la supervivencia de larvas y juveniles de ostiones al
comparar familias producidas por cruzamiento versus
las producidas por autofecundacién. Los resultados del
presente estudio concuerdan con los resultados obtenidos
por Winkler y Estévez (2003) ya que en juveniles de hasta
180 dias no se observaron diferencias en longitud de la
valva y peso vivo entre las familias de autofecundados y
las provenientes de cruzamientos. En el caso de Pecten
maximus (Beaumont y Budd 1983) y Argopecten circularis
(Ibarray col 1995), la autofecundacioén afectd la tasa de
crecimiento durante la etapa larval en P. maximus y la
tasa de crecimiento y supervivencia en larvas de A. circu-
laris. Zheng y col (2008) en A. irradians irradians —otra
especie de ostién hermafrodita— observaron también que
las familias producidas por autofecundacién presentaron
menores tasas de crecimiento y supervivencia que aquellas
producidas por cruzamiento en las diferentes etapas del
ciclo de vida, incluyendo las formas larvales y hasta los
160 dias de edad. El presente estudio, a diferencia de
los citados anteriormente, logré identificar por medio de
marcadores moleculares los individuos autofecundados
dentro de las familias producidas por cruzamiento, y
ademads mantuvo los individuos de las familias expe-
rimentales hasta los 360 dias de edad, lo cual permitié
observar como los porcentajes de autofecundacion en
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esas familias fueron disminuyendo durante las distintas
etapas de su ciclo de vida.

Al revisar la literatura cientifica es posible observar
que existen muy pocos trabajos destinados a identificar
a los individuos autofecundados dentro de familias ge-
neradas por cruzamiento en organismos hermafroditas.
Vernon y col (1995) realizaron un estudio para identificar
los individuos producidos por cruzamiento dentro de
familias del caracol (también hermafrodita funcional)
Biomphalaria glabrata utilizando marcadores RAPDs.
Los autores en ese estudio lograron identificar los pa-
trones de bandas que eran propios de cada uno de los
individuos provenientes de cruzamiento. En el presente
trabajo, el marcador RAPD permitié amplificar ADN
a partir de muy pequefias cantidades de tejido, incluso
utilizando las larvas de ostién, cuyos tamafios estin
alrededor de los 120 um. Las amplificaciones logradas
fueron de muy buena calidad y repetibles en todas las
familias analizadas. Los demds iniciadores analizados
fueron descartados de los andlisis debido a que presen-
taron un polimorfismo muy reducido o, por el contrario,
revelaron un nimero muy elevado de bandas, resultando
muy dificiles de interpretar.

Al comparar los resultados de crecimiento y super-
vivencia, los analisis de varianza muestran diferencias
significativas entre las familias autofecundadas y las
de cruzamiento a partir de los 270 dias de edad para
la mayorfa de los rasgos medidos. El andlisis estadis-
tico que se llevo a cabo para observar los efectos de la
autofecundacion dentro de las familias generadas por
cruzamiento sobre el peso y la talla del ostién permitié
concluir que el mayor efecto significativo ocurre a la
edad de 9 meses. Este efecto negativo de los autofecun-
dados dentro de las familias generadas por cruzamiento
permite inferir que mientras mayores son los niveles
de autofecundacion dentro de una familia, menor es el
crecimiento promedio de los ostiones y mayor la morta-
lidad de los mismos (figuras 1 y 2). La mortalidad larval
inicial en este estudio no fue Gnicamente consecuencia
de la autofecundacion, ni tampoco del método de cultivo.
Segun Avendaiio y col (2001) existen graves problemas
que enfrenta actualmente la produccién artificial de
juveniles de A. purpuratus, uno de los cuales se expresa
como un estancamiento en el crecimiento de las larvas
entre los 122 y 135 pm, que va acompaifiado de una alta
tasa de mortalidad, cercana al 100%. Este tipo de larvas
con bajo crecimiento se observé también en el presente
estudio. Estas tienen apariencia globosa y se asocian a
ovocitos que no han alcanzado una madurez plena. Otro
problema detectado es la aparicion de larvas anormales
a las 48 horas de edad, las que se caracterizan por pre-
sentar valvas desiguales y ondulaciones en su contorno,
impidiendo su cierre. La aparicién de estas larva podria
estar relacionada con la utilizacién de una muy alta
concentracion de espermios (poliespermia) que causaria
un dafio estructural en ovocitos maduros de apariencia

68

normal (Avendafio y col 2001). Ambos problemas serfan
los responsables de la baja produccién de juveniles en
laboratorio en esta especie actualmente (Avendafio y
col 2001). Esta informacién es importante para no so-
brestimar la mortalidad causada por autofecundacién en
esa etapa del ciclo de vida del ostion.

En estos organismos la autofecundacién provoca un
aumento en el nimero de loci en estado homocigoto,
aumentando en rigor la endogamia que provoca efectos
negativos sobre el crecimiento y supervivencia de los
organismos. Ello como resultado de la expresién de
alelos deletéreos parcialmente recesivos, con lo cual
habria una pérdida de la ventaja que otorga la hetero-
cigosidad (Falconer y Mackay 1996). En este contexto
existen trabajos cuyo objetivo ha sido determinar la
relacion que existe entre la heterocigosidad y caracteres
tales como supervivencia, fecundidad y crecimiento.
Rodhouse y col (1986) observaron en Mytilus edulis
que a edad temprana la correlacién entre grado de
heterocigosidad multilocus y tasa de supervivencia es
positiva y significativa, mientras que en el estado adulto
se observa una correlacion positiva con la produccién
de gametos. Lo anterior se explica por el hecho de que
una vez alcanzada la madurez sexual la energia que
los individuos utilizan en crecimiento estaria enfocada
hacia pardmetros reproductivos (Toro y Vergara 1998).
Blot y Thiriot-Quievreux (1988) correlacionaron la tasa
de supervivencia relativa de Mytilus desolationis con
la heterocigosidad y observaron que la supervivencia
fue mayor en los individuos mds heterocigotos. Toro y
col (1996) en Ostrea chilensis 'y Alvarez y col (1989)
en Ostrea edulis demostraron también que la tasa de
crecimiento estd positivamente correlacionada con la
heterocigosidad multilocus. Estos estudios muestran
evidencia que la constitucién genética de los organismos
producidos por autofecundacion, con un reducido grado
de heterocigosidad individual, tendria un efecto negativo
en variables tales como su tasa de crecimiento y tasa de
supervivencia (Kristensen y Sorensen 2005).

Los resultados obtenidos en el presente estudio co-
rroboran lo observado en estudios previos en pectinidos
hermafroditas, en los cuales se evidenci6 un efecto ne-
gativo entre las familias generadas por autofecundacion
y las obtenidas por cruzamiento. En el presente estudio
que mantuvo los ejemplares experimentales hasta la etapa
adulta se pudo observar que los efectos de la autofecun-
dacién dentro de las familias generadas por cruzamiento
no fueron significativos en los estadios adultos, lo cual es
corroborado por medio de los andlisis de los marcadores
moleculares y los andlisis estadisticos. Lo anterior se
fundamenta en una disminucién significativa y gradual
de individuos autofecundados dentro de estas familias
y, por ende, de sus efectos sobre el crecimiento, supervi-
vencia y pardmetros genéticos (Martinez y Di Giovanni
2007) a medida que se avanza en el ciclo de vida de A.
purpuratus.
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RESUMEN

El ostién del norte, Argopecten purpuratus, es una especie hermafrodita
de gran interés comercial en Chile. Se han desarrollado técnicas para la
produccién de juveniles en laboratorio, 1o cual permite utilizar a esta especie
para estudios de los potenciales efectos que tendria la autofecundacién
en los cultivos del ostién del norte. En el presente trabajo se generaron
en el laboratorio varias familias de A. purpuratus utilizando una matriz
factorial de cruzamientos, lo que permitié realizar un anlisis estadistico
de datos de longitud de valva, peso vivo y supervivencia de cada una de
las familias, con distintos porcentajes de autofecundacién inicial. Por otra
parte, se desarrollaron marcadores moleculares basados en la reaccién
PCR (RAPD), que permitieron identificar a los individuos autofecundados
dentro de cada una de las familias producidas. Se estimd el porcentaje de
autofecundados alos 6,9 y 12 meses de edad, observando una reduccién
significativa de éstos en cada una de las familias experimentales. Los
resultados permiten concluir que si bien la autofecundacion afecta de
manera negativa el desarrollo del ostién del norte, este efecto se refleja
directamente en forma individual, afectando la aptitud bioldgica de los
individuos producidos bajo dicha condicién. Sin embargo, las familias
generadas por cruzamiento, que tienen porcentajes de autofecundacion
variables dentro de ellas, no se ven significativamente afectadas, ya que
éste disminuye en forma gradual con la edad.
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