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COMUNICACION

Cruzamientos interpoblacionales en Mytilus chilensis, un bivalvo de importancia
comercial y sus efectos sobre el crecimiento en longitud de la valva durante la etapa larval

Inter-population breeding in Mytilus chilensis, an economically important bivalve,
and its effects on the shell length during the larval stage
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SUMMARY

Two geographically separated natural populations of Mytilus chilensis were utilized to carry out the experimental crosses on the present study. In
every crossing, using the factorial design with replication, fertilization of eggs occurred without detection of significant differences among inter and
intra-population crosses in relation to percentage of eggs developed into larvae at day 4 (P > 0.05). However, the percentage of abnormal larvae at day
4, was significantly higher among inter-population crosses (P < 0.05). The larvae from each cross were placed into a 200 1 fiber-glass tank containing 1
um filtered and U.V. treated fresh sea water, at a density of 100 larvae per ml. A high cell concentration of the micro algae Isochrysis galbana was used
as food. Samples for analyzing larval growth were taken from the larval cultures at 4, 10 and 20 days after fertilization. Larval samples were videotyped
from a plankton decantation chamber in an inverted microscope fitted with a Pulnex video camera. Selected images were captured for subsequent
processing and measurement of each larva using a Scion Image 3.0b PC Software. Significantly differences (P < 0.05) were found in the size of the
larvae among the experimental crosses. The sibs from inter-population crosses showed significantly (P < 0.05) higher sizes than those produced by the

intra-population crosses. These higher values in the shell length of inter-population juvenile mussels may suggest the presence of heterosis.
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INTRODUCCION

Los cultivos marinos han sido identificados como una
alternativa de desarrollo econémico y social de un amplio
sector productivo nacional e internacional (Ottolenghi y
col 2005). La zona costera del sur de Chile es muy apro-
piada para el desarrollo de la acuicultura de moluscos
(Winter y col 1984, Navarro y Gutiérrez 1990, Barton
1997, Sanchez 2002, Alcapan y col 2007), debido a sus
numerosos estuarios y bahias protegidas alejadas de fuentes
de contaminacion industrial. Entre las especies de molus-
cos importantes desde el punto de vista comercial para la
acuicultura esta el “chorito chileno” (Mytilus chilensis),
recurso pesquero que incrementé su desembarque de 3.352 t
en 1992 a 89.797 ten el 2005 (SERNAPESCA 2006). Sin
embargo, hasta el momento, el explosivo incremento de la
acuicultura en Chile se debe principalmente a un aumento
en el nimero de concesiones otorgadas y no a un aumento
de la productividad de los cultivos (Barton 1997, Toro y
col 20042, Alcapan y col 2007). El desarrollo a futuro
de la acuicultura deberia considerar todos los aspectos
relacionados con la biologia de las especies incluyendo
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el manejo genético de las mismas (Newkirk 1980, Toro
y col 1995, Beaumont y Hoare 2003, Toro y col 20042,
Alcapan y col 2007).

Los moluscos bivalvos en general tienen un crecimiento
lento y ademds presentan una alta variabilidad en el cre-
cimiento (Winter y col 1984, Beaumont y Hoare 2003,
Toro y col 2004%). Esto dltimo significa que no todos los
individuos de una cohorte alcanzan la talla comercial en
el mismo tiempo, haciendo por ello mas dificil la labor al
momento de su comercializacién. El desarrollo de "cepas"
producidas a nivel comercial que tengan una mayor tasa de
crecimiento y/o una menor variabilidad en el crecimiento
incrementaria el atractivo econdmico para llevar a cabo
su cultivo.

Existe en la literatura evidencia sobre una correlacién
positiva entre la tasa de crecimiento y la heterocigosidad
multilocus (HML) (Hansson y Westerberg 2002) en
poblaciones naturales de bivalvos marinos (Zouros y col
1980, Garton y col 1984, Koehn y Gaffney 1984, Toro
y col 1996, Toro y Vergara 1999). La hibridacién es una
técnica cominmente utilizada para el manejo genético
y su éxito es por lo general atribuido al incremento de
la heterocigosidad (Frankel 1983, Mitton y Grant 1984,
Koment y col 2002, Beaumont y Hoare 2003). Estudios de
hibridacidn intraespecifica, utilizando poblaciones aisladas
geograficamente en Crassostrea virginica, indican que
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se logra obtener un incremento en la tasa de crecimiento
y una mayor sobrevivencia en la progenie producto de
hibridacién (Mallet 1982, Mallet y Haley 1983). De esta
forma, los efectos de heterosis producto de la hibridacién
pueden tedricamente ser obtenidos a través de cruzamientos
entre poblaciones aisladas geograficamente o por cruza-
mientos de lineas endogdmicas (Wilkins 1981, Frankel
1983, Beaumont y Hoare 2003). Mediante métodos de
hibridacién, es posible explotar la varianza genética no
aditiva (Mallet 1982), lo cual permite la obtencién de
ganancias en caracteres métricos mediante la explotacién
del vigor hibrido o heterosis (Mallet y Haley 1983, Toro y
Aguila 1995). La utilizacién de poblaciones de M. chilensis
aisladas geograficamente, con el mayor grado de distancia
genética (Toro y col 2004°) en cruzamientos interpoblacio-
nales, permite evaluar la posible obtencién de una mejora
en el crecimiento, producto del vigor hibrido.

MATERIAL'Y METODOS

El andlisis genético-poblacional de Mytilus chilensis
llevado a cabo por Toro y col (2004°) determiné que las
poblaciones que garantizaban su adaptacion genética al
ambiente local (Koehn 1991) eran las provenientes de la
localidad de Punta Arenas (53° 08’ S; 70° 55’ O) y laisla
de Chilo€ (41°51°S; 73°50’ O). Se utilizé un total de 400
reproductores provenientes de cada poblacion natural con
el fin de realizar cruces tanto intra como interpoblacionales
(hibridos), a través de un disefio factorial, conteniendo todos
los cruzamientos dialélicos. Los cuatro desoves (4 réplicas),
cada 4 dias, se llevaron a cabo en forma individual reco-
lectandose gametos de cada ejemplar en envases de 2 litros
conteniendo agua filtrada y esterilizada con ultravioleta.
Una vez obtenidos los gametos de cada ejemplar que
desové en cada una de las réplicas se procedié a mezclar
las ovas y los espermios generando las familias para cada
poblacién y los hibridos con sus respectivos cruzamientos
reciprocos. Un total de 6 familias (3 intrapoblacionales y
3 hibridas) se obtuvieron como minimo en cada una de las
réplicas. Los cultivos larvales se realizaron en estanques
de 200 L, de acuerdo a la metodologia descrita anterior-
mente por Toro y col (2003). Con el fin de no reducir la
variabilidad genética, durante la etapa larval se utiliz6
una malla de plancton de entremalla adecuada para no
producir seleccién por tamafio durante los cambios de
agua de los estanques de cultivo larval. La densidad larval
se mantuvo los primeros 10 dias en 5 larvas/ml (DiSalvo
y col 1984) y los 10 dias siguientes en 1 larva/ml (Toro y
col 2003). Existen trabajos en los cuales se describe que
los primeros 20 dias del cultivo larval en bivalvos es la
etapa de mayor mortalidad (Mallet y col 1985, Helm y col
2006), alcanzando en la naturaleza valores por sobre el
85% (Morgan 1995). El presente estudio se disefié durante
esta etapa del ciclo de vida de M. chilensis, dado que es
durante este periodo donde las larvas nadan libremente y
es posible controlar en mejor forma el nimero de indivi-
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duos por unidad de volumen, otorgdndoles asi las mismas
condiciones ambientales y de alimentacion. El recuento de
larvas y mediciones de longitud se llevé a cabo a los 4, 10
y 20 dfas postfecundacidn, en base a muestras tomadas en
cada estanque. La muestra de cada una de las familias se
fij6 en tubos Eppendorf con formalina al 10%. Se midi6 la
longitud maxima (um) de 120 individuos aproximadamente
de cada una de las familias, utilizando un analizador de
imdgenes. Las larvas en portaobjetos fueron grabadas con
una cdmara de video Pulnex conectada a un microscopio
invertido (Zeiss IM35), posteriormente las imdgenes fueron
capturadas utilizando un computador equipado con una
tarjeta de video ATI. La longitud de las larvas se obtuvo
usando el programa computacional Scion Image. Previo al
andlisis sobre el porcentaje de larvas anormales y sobrevi-
vencia, los datos fueron transformados a arcoseno. El test
no-paramétrico Kruskal-Wallis se utilizé para analizar el
porcentaje de anormales y sobrevivencia, dado que estos
datos mostraron una heterogeneidad de varianza significativa
(test de Cochran). Del andlisis de datos provenientes de
los cruzamientos interpoblacionales, ademas de obtener
informacion del crecimiento larval para cada cruzamiento
y sus réplicas, se estimé el porcentaje de heterosis (Mallet
1982), utilizando la siguiente féormula:

Heterosis
% Heterosis = x 100
AB

Donde: Heterosis = Promedio del cruce interpoblacional
—ABy
AB = Promedio crecimiento de las poblaciones
parentales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo fertilizacion en todos los cruzamientos y
la divisiéon comenz6 entre los 30 y 40 minutos a contar
de la activacion del huevo. No se detectaron diferencias
significativas (P > 0,05) entre los cruzamientos intra e
interpoblacionales con respecto al porcentaje de ovas
que se desarrollaron a larvas (cuadro 1). Sin embargo, el
porcentaje de larvas anormales al dia 4 y la proporcién
de larvas véliger que sufrieron mortalidad en los primeros
estadios de crecimiento fueron significativamente supe-
riores (P < 0,05) en los cruzamientos interpoblacionales
(cuadro 1). Esta menor sobrevivencia podria estar reflejando
leves diferencias en el tiempo de maduracién o calidad de
gametos entre los reproductores de ambas poblaciones (Toro
y col 2002), ello a causa de las distintas condiciones de
temperatura a que estuvieron sometidos previo al desove,
ya que hay varios grados de latitud de diferencia, lo que
conlleva a tener distintos periodos de desove.

Los valores de sobrevivencia progresivamente mayores
obtenidos en los sucesivos desoves (réplicas) sugieren que
una pobre condicién de maduracién gamética del repro-
ductor puede afectar en forma adversa el éxito del cultivo



larval, y enfatiza la necesidad de seleccionar reproductores
en buena condicién para llevar a cabo los cruzamientos en
laboratorio (Chaparro y Winter 1983, Chaparro y Sanhueza
1986, Chaparro 1990). La mortalidad larval acumulada al
dia 20 en las réplicas 1, 2 y 3 podria estar indicando la
presencia de gametos inmaduros que generaron un mayor
ntimero de larvas anormales, particularmente debido a que
ninguno de los cultivos larvales sufrié contaminacién bac-
teriana o de protozoos. La evacuacién de un gran nimero
de gametos inmaduros en los ejemplares utilizados en las
primeras réplicas es ademdas corroborada por el mayor
nimero de ejemplares que emitieron gametos maduros
en los siguientes desoves (15, 17, 17 y 30 en las réplicas
1, 2, 3 y 4, respectivamente). Se detectaron variaciones
entre las réplicas con respecto al porcentaje de ovas de-
sarrolladas, larvas anormales y sobrevivencia larval en
ambos cruzamientos (intra e interpoblacionales), aunque
los patrones observados dentro de cada réplica fueron
consistentes (cuadro 1).

HETEROSIS, BIVALVOS, MYTILUS, CHILE

Los datos de longitud de la valva en larvas de 20 dias,
analizados por medio de un andlisis de varianza anidado,
confirmaron que no existian diferencias significativas entre
los desoves (réplicas) dentro de cada grupo (cruzamiento)
(P > 0,05). En las larvas provenientes de cruzamientos
interpoblacionales se observé un crecimiento significati-
vamente mayor (P < 0,05) que en aquellas provenientes
de cruzamientos intrapoblacionales (cuadro 2), aunque sus
valores estidn dentro de los rangos descritos para larvas
de Mytilus edulis en experimentos realizados por Mallet
y col (1985) y experimentos con diferentes regimenes
alimentarios llevados a cabo por Bayne (1965).

Se observé ademds una diferencia significativa entre
el crecimiento de las larvas provenientes de los cruza-
mientos interpoblacionales reciprocos, siendo las larvas
producto del cruzamiento de la hembra de Punta Arenas
con el macho de Chiloé las que presentaron un mayor
crecimiento (cuadro 2).

Cuadro 1. Porcentaje de ovas con desarrollo a larva al dfa 4, porcentaje de de larvas anormales al dia 4 y porcentaje de larvas véliger
al dia 20. PA = Punta Arenas, Ch = Chiloé, PA x Ch = hembra PA x macho Ch, Ch x PA = macho PA x hembra Ch. H = Test estadistico
de Kruskal Wallis entre los promedios de los cruzamientos intra e interpoblacionales. ns = no significativo, ** = P < 0,01.

Percentage of eggs which developed into larvae at day 4, percentage of abnormal larvae at day 4 and percentage of veliger larvae which
survived to day 20. PA = Punta Arenas, Ch = Chiloé, PA x Ch = female PA x male Ch, Ch x PA = male PA x females Ch. H, Kruskal-Wallis statistic
test between the mean performance of pure populations and that of inter-population crosses. ns = non significant, ** =P < 0.01.

Porcentaje de desarrollados (dia 4)

Porcentaje de anormales (dia 4)

Porcentaje sobrevivencia (dia 20)

Réplica
Ch PAxCh ChxPA PA Ch PAxCh ChxPA PA Ch PAxCh ChxPA
1 69,1 61,4 60,5 57,3 30,8 25,1 62,1 59,1 26,3 28,1 11,3 5,1
2 76,5 68,3 718 68,1 232 21,3 50,3 55,9 24,8 324 10,6 8,8
3 89,6 76,9 84,9 72,6 24.4 15,7 442 48,8 49,2 44,7 18,6 10,9
4 87,2 85,3 87,1 90,5 12,6 9,6 39,5 45,9 68,5 69,5 30,8 15,5
Prom 76,78 = 10,09 74,1 12,36 20,33 7,12 50,72 £ 7,76 46,2 +19,24 13,95 +7,93

H 0,370 ns 12,558%* 15,122%%

Cuadro 2. Promedio de la longitud valvar (um + EE) de larvas véliger de Mytilus chilensis provenientes de los cruzamientros intra
e interpoblacionales, luego de un periodo de crecimiento en laboratorio (20 d). Resultados de una ANDEVA anidada y test de Tukey
(para las abreviaciones ver tabla 1). ns = no significativo, *** P < 0,001.

Mean shell length (um + SE) of veliger larvae from Mytilus chilensis obtained by intra and inter-population crosses after a period of growth
in the laboratory (20 d). Results of a nested ANOVA and Tukey’s HSD test (for abbreviations, see table 1). ns = non significant, *** P < 0.001.

PA Ch PA x Ch Chx PA
176,23 +5,22 169,79 + 4,83 207,13 £3,24 191,38 + 4,66
Factor Fuente gl SC F
Longitud valva Cruzamiento 3 17,422 101,273%:*3*
Réplicas (cruzamiento) 4 0,279 0,685 ns
Error 1473
Test de Tukey
PA Ch PA x Ch
Ch ns - -
PA X Ch seskok ksk —
Ch X PA kR skskok skkok
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En base a los tamafios larvales significativamente
mayores alcanzados en los cruzamientos interpoblacio-
nales, se sugiere la presencia de vigor hibrido ya que el
porcentaje de heterosis estimado para la talla valvar a los
20 dias fue de 19,72% para el cruzamiento entre hembras
de Punta Arenas y machos de Chiloé y de 10,61% para
el cruzamiento reciproco. Estos valores de heterosis
son comparables con los descritos por Mallet (1982) en
Crassostrea virginica y los estimados en cruzamientos
interpoblacionales de Ostrea chilensis por Toro y Aguila
(1995). Los porcentajes de heterosis estimados podrian
reflejar la presencia de efectos genéticos no aditivos para
la variable longitud de la valva a los 20 dias de edad en
M. chilensis (Falconer 1981). Sin embargo, no estdn claras
las ventajas que la heterosis estimada en la etapa larval
podrian tener mds adelante en la etapa juvenil y adulta.
Resultados similares han sido descritos por Beaumont
y col (1993) para cruzamientos entre Mytilus edulis y
Mpytilus galloprovincialis y también por Freeman y col
(1994) para cruzamientos entre M. edulis y M. trossulus.
El crecimiento en bivalvos parece estar relacionado con la
conformacién genética de los individuos (Newkirk 1980,
1983). La hibridacién interpoblacional deberia incrementar
la heterocigosidad de los individuos (Argue y Dunham
1999, Lutz 2001, Beaumont y Hoare 2003), lo cual podria
en parte explicar este mayor crecimiento observado en los
cultivos larvales provenientes de cruzamientos interpobla-
cionales en el presente estudio. Sin embargo, esta mayor
tasa de crecimiento en las larvas de cruzamientos interpo-
blacionales debe contraponerse con la baja sobrevivencia
en la mayoria de los cruzamientos interpoblacionales,
especialmente causada por diferencias en el grado de
madurez gonadal al estar sometidas a distintas presiones
ambientales (Toro y col 2002), por ejemplo, diferencias en
la temperatura del agua. Estas diferencias en el grado de
madurez gonadal podrian evitarse en el futuro a través del
acondicionamiento de los reproductores en el laboratorio,
previo a los desoves (Sarkis y Lovatelli 2007).

Los resultados de este estudio aportan evidencia de
que el cruzamiento interpoblacional de Mytilus chilensis
produjo a nivel de cultivo larval ejemplares con una mayor
tasa de crecimiento, lo que a su vez sugiere que las larvas
tipo véliger realizardn su metamorfosis antes que aque-
Ilas provenientes de cruzamientos intrapoblacionales. Se
requiere realizar a futuro investigaciones que incluyan el
estudio del comportamiento de familias de poblaciones
puras y de sus cruzamientos reciprocos, permitiendo de esta
forma estimar el fitness relativo de cada familia sometida
a distintas condiciones ambientales.

RESUMEN

Dos poblaciones naturales de Mytilus chilensis aisladas geograficamente
fueron utilizadas para realizar los cruzamientos experimentales en el
presente trabajo. En todos los cruzamientos, utilizando un disefio factorial
con réplicas, ocurri6 fertilizacion de las ovas, no detectdndose diferencias
significativas entre los cruzamientos intra e interpoblacionales en cuanto
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al porcentaje de ovas que desarrollaron larvas al dia 4 (P > 0,05). Sin
embargo, el porcentaje de larvas anormales al dia 4 fue significativamente
mayor en los cruzamientos interpoblacionales (P < 0,05). Las larvas de cada
cruzamiento se cultivaron en estanques de fibra de vidrio de 200 L, con
agua de mar filtrada y esterilizada con ultravioleta, en una concentracién
de 100 larvas por mL. Una alta concentracién de la microalga Isochrisis
galbana se utiliz6 como alimento. Muestras para analizar el crecimiento
larval se tomaron a los 4, 10 y 20 dias posterior a la fecundacién. Las
muestras de larvas se filmaron con una cdmara se sedimentacion montada
en un microscopio invertido, equipado con una cimara de video Pulnex.
Las imdgenes se capturaron a un computador en donde se procesaron para
medir la longitud de las larvas a través de un procesador de imdgenes
(Scion Image 3.0b PC Software). Se encontraron diferencias significativas
para la longitud de la larva entre los cruzamientos (P < 0,05). Los
juveniles provenientes de los cruzamientos interpoblacionales tuvieron
tamafios significativamente mayores que aquellos producidos por los
cruzamientos intrapoblacionales. Estos mayores valores en la longitud
de la valva de los mitilidos juveniles provenientes de los cruzamientos
interpoblacionales sugieren la presencia de heterosis.
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