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RELACIONES ENTRE VARIABLES FISIOLOGICAS, HETEROCIGOSIDAD
Y EFICIENCIA DE CRECIMIENTO EN Tiostrea chilensis, (Philippi 1845).¢

Trabajo prescatado ca las X1 Jomades de Clencias del Mar, Santingo, mayo 1992.
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Ana M. Vi 1, Jorge E. Toro! y Kurt A. Paschkel: Relationship among
physiol variables, heterozigosity and growth efficiency in Tiostrea
dhilensis (Philippi 1845).

Oysters (Tiostrea dliims;?, from a three old cohort which came
from the natural population of the Quempi River Estuary (Southern
Chile) were use for termination of physiological variables (ingestion

rate, absortion, exc

retion, oxigen ::’o;mumﬁ'uon) and individual

heterozigosity. The filtration rate, ingestion rate and net absortion
efficiency increases with individual size, explaining the size differences

found within the same cohort. The oxygen consi
rates shows also an increase in i

tion and excretion
size individuals, however, the

tendency was less than the reported in the literature. The slopes of the
plots for standardize filtration and respiration rate against heterizigosity
were not statistically significant. However, standardize organic ingestion

rate, excretion rate and absortion rate have a significant
with an i in the heterozi

< 0.05) decrease
ity. The results indicates that

individuals with hi

) with a

population studied is under Hardy Weinberg equilibrium (P > 0.

negative index of heterozigous

(D = - 043), which indicates an
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INTRODUCCION

En una clase anual de una poblacién na-
tural de bivalvos marinos pueden en-
conltrarse tasas de crecimiento diferen-
ciadas. Se ha comprobado que esta tasa
de crecimiento diferencial estd regida al
menos en parte por una componente de
tipo genético al encontrarse correlaciones
positivas entre caracteres relacionados
con la aptitud biolégica y el grado de
heterocigosidad individual en una serie
de loci. Es as{ como se ha encontrado re-
laciones positivas entre tasa de creci-

miento y heterocigosidad en especies
como la ostra americana Crassostrea
virginica (Singh & Zouros, 1978; Singh,
1982; Foltz et al,, 1983), en Mytilus edulis
(Koehn & Gaffney, 1984; Hawkins ef al.,
1986; Gentili & Beaumont, 1988), Mulinia
lateralis (Garton et al., 1984) entre oftros.
Sin embargo, esta correlacién no consti-
tuye una situacién generalizada. En indi-
viduos cultivados en hatchery esta rela-
ci6bn no fue detectada (Foltz & Chatry,
1986; Beaumont ef al., 1983; Adamkewicz
et al., 1984). Una explicacién para el fra-
caso en encontrar esta relacién en indivi-
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duos producidos en hatchery es el limi-
tado namero de genomas parentales que
participan, resultado del cruce dirigido.

Por otra parte, varios estudios han
relacionado  parimetros metabélicos
(fisiolégicos) con la heterocigosidad.
Koehn & Shumway (1982) trabajando
con C. virginica encontraron que los indi-
viduos mas heterocigotos consumfan
menos oxigeno que los homocigotos y
esta diferencia se vefa acentuada en con-
diciones de estrés. En esta misma especie
se encontré un significativo efecto de la
heterocigosidad sobre individuos ayuna-
dos, decreciendo la tasa de pérdida de
peso con el incremento en la hel i
sidad (Rodhouse & Gaffney, 1984).
Garton et al. (1984), en un estudio que in-
cluyé varios pardmetros metabélicos en

M. lateralis, encontraron una correlacién

positiva  entre  heterocigosidad y
"potencial para actividad".

En base a todos los antecedentes
mencionados, el mayor crecimiento ex-
perimentado por los individuos més he-
terocigotos deberfa ser el reflejo de una
mayor eficiencia en la utilizacién de la
energia consumida (Koehn et al. 1988),
Un mayor en!e.ndmmto entre la rela-
cién heterocigosidad-crecimiento podria
entonces ser encontrada a través del es-
tudio de la distribucién de energia
(balance energético) hecha por los indi-
viduos seglin su grado de hetero-
cigosidad.

Por tal motivo, se postula que in-
dividuos heterocigotos de  Tiostres
chilensis alcanzarfan un mayor tamafio
debido a un mejor uso de la energia dis-
ponible logrando un mayor potencial de
crecimiento (scope for growth) que los
homocigotos.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES EXPERIMENTALES: Los indi-
viduos de Tiostrea chilensis utilizados en
el presente estudio fueron captados en
planchas de plastico en la temporada 87-
88 desde el banco de dicha especie pre-
sente en el estuario del rfo Quempillén,
Chiloé (41° 52' S y 73" 46' W). A los tres
afios de edad se evalud en ellos su com-
portamiento fisio-energético a través de
Ia medicién de las tasas de ingestién, ab-
sorcién, excrecion y consumo de oxigeno,
obteniéndose a partir de ellas el "scope
for growth", todo lo cual fue relacionado
con el genotipo a 4 loci enziméticos.

Para ello, se eligié en base al peso
vivo 100 ejemplares representativos de
toda la distribucién de peso vive de la
cohorte (N= 5.030), los cuales fueron
marcados individualmente,

Los individuos fueron mantenidos
en el hatchery de la Estacién
Experimental Quempillén a 13°C y 28
ppm de temperatura y salinidad respec-
tivamente, con recambio de agua cada
dos dias y alimentacién continua consis-
tente en cultivo puro de Isochrysis aff
galbana (T-Iso). En dicho laboratorio se

li los experi tos tendientes a
determinar la tasa de filtracién, ingestion
y eficiencia de asimilacién. Luego fueron
trasladados al Laboratorio de Genética
Aplicada del Instituto de Biologia Marina
en Valdivia donde se les determiné la
tasa de respiracion y excrecién.

Una vez obtenidas dos réplicas de
cada tasa fisiolégica por individuo, estos
fueron congelados a -30°C y posterior-
mente enviados al laboratorio Biotecmar
(Taleahuano) para el anilisis electroforé-
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tico. Las enzimas polimérficas fueron
leucina aminopeptidasa (LAP), fosfoglu-
cosa mutasa (PGM), fosfoglucosa isome-
rasa (PGI) y anhidrasa carbonica (CA)
(Guifiez et al., 1986).

Debido a los analisis no se pudo
obtener los valores de peso seco de la
carne, por lo cual se construy6, con otro
grupo de individuos, una curva peso
seco/ peso vivo y se estimé el peso seco
en base al peso vivo de los individuos
experimentales: P.SECO CARNE= (PESO
VIVO-5.112)/21.228  (r=0925 n=131;
p<0.05). Lo anterior se llevé a cabo con el
fin de correlacionar las tasas fisiolégicas
con el peso seco.

TASAS DE FILTRACION, INGESTION Y
EFICIENCIA DE ABSORCION: Para la de-
terminacion de estas tasas se cuantifico la
cantidad de materia orgénica e inorgi-
nica tanto del alimento ofrecido como de
las fecas producidas. Con ese propésito,
se llevaron a cabo experl.menlm de ali-
mentacién durante 20 horas en una batea
de 450 | de agua de mar filtrada (1 pm)
con adicién continua de cultivo puro de
T-Iso a una concentracién constante de 15
« 106 cel/1. Las ostras fueron colocadas en
la batea dentro de colectores de fecas
individuales, cuyo principio se basa en la
retencion de las fecas por un tamiz de
100 pm. La resuspension de las fecas se
evita al generar una corriente de agua
desde la abertura superior, a través del
tamiz por medio de un sistema de sifon
producido por aire (Fig. 1). La concentra-
cién inicial del alimento ofrecido, asi
como su constancia durante el experi-
mento fueron medidos con un Contador
de Particulas ELZONE 180XY. Después
de las 20 hrs. de alimentacién, se colecta-
ron las fecas y se secaron a 90°C hasta
peso constante, previo lavado con for-

miato de amonio 3 %. La fraccién inor-
génica de las fecas se cuantificé combus-
tionando la muestra a 450°C por 4 horas,
y por diferencia del peso seco se obtuvo
la materia orgénica.

El mismo tratamiento se realizo
con el alimento suministrado, obtenién-
dose los siguientes valores para 1 x10¢
células T-Iso: Peso seco= 00293 mg;
Ceniza= 0.0033 mg; Materia orgdnica=
0.026 mg.

Las tasas fisiolégicas fueron de-
terminadas en base a Conover (1966)
cuyo método supone basicamente que
s6lo la materia orgénica del alimento es
afectada por los procesos de absorci6n.
Los resultados son expresados en litros x
hora? para tasa de filtracién; en mg mat.
org. T-Iso x hora™! para tasa de ingestién y
absorcién y en % para eficiencia de ab-
sorcién.

Las transformaciones a energia se
hicieron utilizando el equivalente 1 mg
mat. org. T-Iso = 18.75 joules (Whyte,
1987).

TASA DE EXCRECION: La tasa de excre-
cién del amonio-N se determiné por el
método de fenolhipoclorito de Solorzano
(1969), incubando cada ostra por 3 horas
en agua de mar filtrada (0.45 pm) en fras-
cos de vidrio previamente lavados con
HCL dilufdo y enjuagados con agua des-
tilada.

Los resultados son exp dos en
pg de NHy-N x horal y las transforma-
ciones a energfa se realizaron utilizando
la equivalencia de 1 mg NH-N = 248
joules (Elliot & Davison, 1975).
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Fig. 1. Esquema del sistema disefiado por los autores para determinar Ja tasa de filtracion, tasa de
ingestién y tasa de absorcién en ejemplares de Tiostrea chilensis. Las flechas indican la

circulacién del agua en el sistema.

TASA DE RESPIRACION: Esta tasa fue
medida utilizando un analizador polaro-
grafico descrite por Rios (1979). Este
consta basicamente de cdmaras experi-
mentales de 1 litro; un electrodo, que
capta la tensién de oxigeno, cuya sefial es
amplificada y registrada automitica-
mente en funcién del tiempo. Las tasas
de respiracién se calcularon en base al
tiempo que demoré en consumir cada
ostra el 10% del oxfgeno dentro de la ca-
mara. Los resultados fueron expresados
en ml 0, x hora” y se hicieron las trans-
formaciones a energfa utilizando la equi-
valencia de 1 ml 0, = 1988 joules
(Thompson & Bayne, 1974).

POTENCIAL DE  CRECIMIENTO Y
EFICIENCIA NETA DE CRECIMIENTO: El
potencial de crecimiento (P) se obtuvo al
sustraer de la energfa absorbida las
"pérdidas” energéticas por concepto de
respiracién y excrecién. "P" equivale a la
energla que el organismo es capaz de
destinar para crecimiento y reproduccién
por unidad de tiempo.

La eficiencia neta de crecimiento
(K3), expresada en porcentaje, se estimd
al dividir P por la energia absorbida. El
K, representa el porcentaje de la energia
absorbida que el organismo destina a
crecimiento y reproduccion.
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GRADO DE HETEROCIGOSIDAD INDIVI-
DUAL: De los resultados electroforéticos
se obtuvo el grado de heterocigosidad
(H) para cada individuo. Para ello, se
conté el nimero de loci para los cuales el
individuo era heterocigoto, obteniéndose
valores entre 0 y 4. Para cada valor de H
se obtuvo el promedio y desviacién es-
tandar de peso seco y de las tasas fisiolé-
gicas estandarizadas a una ostra estandar
promedio (peso promedio=0.819 gr p.
seco), seglin el indice dado por Bayne &
Newell, 1983 y Hawkins ¢f al., 1986.

De este modo se correlaciond el
tamafio (p. seco) y las tasas fisiolégicas
corregidas versus el niimero de loci hete-
rocigotos.

EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG E INDICE
DE DESVIACION DE HETEROCIGOTOS:
Con la informacién obtenida de los
andlisis electroforéticos, se obtuvo las
frecuencias alélicas para cada loci y en
base a ellas se determiné si la poblacién
estudiada estaba en equilibrio de Hardy-
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Weinberg (Falconer, 1981). El test de X2
fue usado para determinar desviaciones
significativas entre las frecuencias
observadas y esperadas.

El indice relativo de desviacién de
heterocigotos del valor esperado bajo
equilibrioc de Hardy-Weinberg, D, se
obtuvo de: (Hobs-Hesp)/Hesp, donde
Hobs es la heterocigosidad observada y
Hesp es la heterocigosidad esperada bajo
equilibrio de Hardy-Weinberg,

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra que las frecuencias
genotipicas estin en equilibrio Hardy-
Weinberg excepto para CA. En esta tabla
también estin incluidos los valores de D
para cada loci, encontrindose una mayor
proporcién de valores negativos, con un
promedio de -0.43, siendo el loci CA el
mas deficiente de heterocigotos, lo que
explicarfa su alejamiento del equilibrio
Hardy-Weinberg,

Tabla 1. Tiestrea chilensis. Heterocigosidad observada (Ho) para 4 loci. ZN = Nimero total de genes
en la muestra. D = Indice relativo de desviacién de h igotos del valor do. X2 =
Test de chi drade de la bondad de ajuste con el equilibric Hardy-Weinberg (H-W)
esperado. HW (p) = Probabilidad del test de X2.

LOCUS N Ho D X2 HW (p)
LAP 71 0.447 0.007 0.004 NS
PGI 71 0.268 0014 0.016 NS
PGM 71 0.155 0072 0.320 NS
CA 71 0.408 0.352 2035 -

El hallazgo de una deficiencia de
heterocigotos corresponde a un hecho
comiin en moluscos. En efecto, Zouros &
Foltz (1984), en una amplia revision dan

cuenta de 24 especies de bivalvos mari-
nos en las cuales se ha encontrado esta
deficiencia. Estos mismos autores dan
como posibles causas la seleccion dife-
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rencial en estados larvales o un desove
genotipo  dependiente, Otras posibles
causas pueden ser el efecto Wahlund o
consanguinidad (Singh & Green, 1984).
También se ha encontrado que las pobla-
ciones con marcada deficiencia de hete-
rocigotos corresponden a aquellas donde
se ha podido establecer una clara relacién
entre heterocigosidad y crecimiento
(Zouros, 1987 citado por Volckaert &
Zouros, 1989). Al respecto mayor infor-
macién debe ser obtenida en nuestra po-
blacién para establecer sus causas.

Con respecto a las variables fisio-
l6gicas, la tasa de filtracién (T.F) repre-
senta el volumen de agua que es filtrado
y liberado de particulas por unidad de
tiempo y varia segiin la concentracién de
alimento y el tamafio corporal. Los re-
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T.E. = 1.789 P.SE.9%%, En esta ecuacién se
observa que la tasa de filtracién incre-
menta con el tamafio corporal expresado
como peso seco (P.SE.). Los valores obte-
nidos son mayores a los reportados por
Winter ef al. (1984) para la misma especi
y para una concentracién de 20 « 10¢ cel/1
de Dunaliella marina.

La tasa de ingestién se obtuvo a
partir de la tasa de filtracién y el peso
seco del alimento presente. A la concen-
tracién trabajada no hubo produccién de
pseudofecas por lo que la cantidad de
alimento filtrado es igual a la cantidad de
alimento ingerido. Como el método
Conover involucra solo la utilizacién de
la materia orgéanica, se obtuvo la tasa de
ingestién orgénica neta (T.LO.) (Fig. 2a).
En esta figura se aprecia que los indivi-

sultados obtenidos son expresados por la duos de mayor tamafio ingirieron una
siguiente regresién: mayor cantidad de materia orgénica por
dfa (r=0.65; p<0.05).
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La eficiencia de absorcién (Ef. A.)
(Fig. 2b), que corresponde a la cantidad
de materia orgénica absorbida expresada
como porcentaje de la materia orgdnica
ingerida, mostré dependencia del ta-
maiio corporal, a diferencia de lo encon-
trado por Winter ef al. (1984) y Navarro
& Winter (1982).

Al igual que lo reportado en la lite-
ratura, a medida que aumenté el tamafio

140 — e e —
" 112
120 4+ EF.A.=89.57 P.SE.
(r=0.458;n=83;p{0.05)
100 +

o

Eficiencia absorcion/ind (%)

o
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Tioer Bil
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Yo o g CARYRSe
L — o0 )
80 4 e o

e H. igosidad y P

corporal, el consumo de oxigeno (VO,)
también increment (Fig. 3b). Los valores
de consumo de oxigeno encontrados son
similares a los reportados por Winter et
al. (1984), aunque la pendiente es ligera-
mente inferior.

Similar tendencia fue encontrada
para la tasa de excrecién de Amonio-N

(VNH,) (Fig. 3a).

&0

oo a0

0.1
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Fig. 2. Tiostrea chilensis. b) Eficiencia de absorcidn
condiciones de laboratorio. (13°C, 23.5%.y 1

Al expresar todas las variables fi-
siolégicas antes mencionadas en unida-
des de energia (joules), se estimé el po-
tencial de crecimiento (P) (Fig. 4a). Esta
relacién indica que las ostras grandes
fueron capaces de destinar mayor ener-
gla para crecimiento y reproduccién en
comparacion con las mas pequefias.

Dentro del potencial de creci-

seco

1.0

(gr)

%) en relacion al tamafio corporal (P.5E.) bajo
x 108) cel T-Iso/1).

miento las "ganancias de energfa" repre-
sentada por la eficiencia de absorcién es
la variable que determina en mayor
grado dicho potencial debido a que las
pérdidas de energla constituida por las
tasas de respiracién y excrecién tenen
una baja incidencia constituyendo un 6%
y 0.8% de la energia ingerida respectiva-
mente, lo cual es menor a lo reportado
para la misma especie Winter el al
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(1984). De este modo, la eficiencia de ab-
sorcién serfa la variable que mejor expli-
carfa la diferencia en tamafio encontrada
para individuos de la misma edad. Los
individuos mis grandes han alcanzado

ese mayor tamaiio debido a que son ca-
paces de absorber con mayor eficiencia la
energia ingerida en comparacion a los
individuos pequefios de la cohorte.
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En la Fig. 4b se observa que los in-
dividuos de mayor tamaflo poseen una
eficiencia de crecimiento neta (K7) ma-
yor, o sea, son mas eficientes en la con-
versién del alimento en tejido corporal.

No se encontré una relacién signi-
ficativa entre tamarfio corporal, expresado
como peso seco de la carne y el nimero
de loci heterocigotos por individuo (fig.
5) lo cual difiere de lo ampliamente re-
portado. En la tabla 2 se encuentra que
similar tendencia fue encontrada al rela-
cionar la tasa filtracion estandarizada

Tabla 2. Tiostrea dul
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(p>0.05) y la tasa respiratoria estandari-
zada con la heterocigosidad multi locus
encontrindose un valor de b con tenden-
cia positiva y una relacién no significa-
tiva. Esto dltimo difiere bastante de lo
reportado por Koehn & Shunway (1982)
para C. virginica. Sin embargo, las pen-
dientes encontradas para las relaciones
tasa de excrecién, tasa de ingestién y tasa
de absorcién estandar versus heterocigo-
sidad (tabla 2) son negativas (p<0.05), lo
que indica que los individuos mas hete-
rocigotos tendrfan menores valores para
estas tasas.

ral seco) y tasas fisiologicas

R i del corpo!
estandarizadas sobre la Keberm:ignsidad multi locus (H). N=71; a es el intercepto y b es la
pendiente de la ecuacién de regresién. **p < 0.05.

PARAMETRO a
Peso seco carne (gn) 0,814
Tasa Filtracién (1/dia) 3,657
Tasa Ingestion (mg m. 0./ dia) 42,74
Tasa Absorcién (mg m. 0./ dia) 388
Ef. Absorcién (%) 89,703
Potencial crec. (joules/dia) 549,026
Ef. crec. neto 082
GANANCIAS ENERG. (joules/ dia) 771,079
PERDIDAS ENERG. (joules/ dia) 108,273

Al expresar las tasas fisiolégicas en
términos de energia (fig. 6 y tabla 2) se
observa que los individuos heterocigotos
tienen menores valores de ganancias
energéticas (p<0.05) y una tendencia,
aunque no significativa, a mayores valo-
res de pérdidas (VO, + VINH,) en compa-
racién con los homocigotos. Esto indica-
ria que los individuos homocigotos de
esta cohorte de ostras estarfan haciendo

b r P
0,01 0,193 NS
0,306 0,554 NS
-5,044 0,966 bl
4,696 0,976 b
0,201 0,254 NS
98,238 0,933 .
-0,103 0914 -
102,567 0,974 w
28,934 0,823 NS

un mejor uso de la energfa absorbida. Por
lo mismo, las ostras homocigotas alecan-
zan valores mas altos de potencial de
crecimiento (P} y eficiencia neta de cre-
cimiento (K2) (fig. 7a y 7b). Sin embargo,
no se puede afirmar a que tallas corres-
ponden los individuos homocigotos o
heterocigotos, debido a que no existe una
relacién significativa entre tamafio cor-
poral y heterocigosidad.
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Fig. 5. Tiostrea chilensis, Tamafio corporal expresado como peso seco de la carne (g) en relacién al
nimero de loci hehemcigamerﬁ?l).
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Fig. 6. Tiostrea chilensis. Uso de la energfa en relacién al ni de loci het igotos. La energia
ganada representa la tasa de absorcién expresada en joules y la energla perdida la
constituyen la suma de las energias gastadas en respiracitn y excrecion.
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Por otro lado, si se consideran los
resultados obtenidos para las tasas de ex-
creci6n, ingestién, absorcién, P y K2, las
cuales aumentan con el tamafio del indi-
viduo y por otra parte los resultados de
estas mismas tasas estandarizadas en re-
lacién a la hel:emctgomdad, se podria de-
ducir que los individuos més grand
corresponden a los individuos homocigo-
tos.

Estos resultados se sumarfan a los
varios reportes que no han encontrado
una relacién positiva entre heterocigosi-
dad y crecimiento (Volckaert & Zouros,
1989; Gaﬂiney & Scott, 1934 entre otros).
Sin esta ia de relaci6on
puede deberse a la edad de los indivi-
duos experimentales. Mitton & Grant
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