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Resumen

Los marcadores genéticos basados en el ADN nuclear o mitocondrial de invertebrados son
usados en genética de poblaciones como marcadores de polimorfismo entre individuos,
especies o poblaciones. Perumytilus purpuratus es una especic ampliamente distribuida
desde Ecuador hasta el Cabo de Hornos, con altas tasas de fecundidad y densidad en las
costas chilenas. Con el objetivo de determinar diferencias en la estructura genética de P.
purpuratus en dreas sometidas a estrés ambiental, se amplific la region espaciadora in-
terna transcrita del ADN ribosomal (ITS) y se analizé el polimorfismo de sus fragmentos
de restriccion. Los resultados mostraron que las poblaciones de P. purpuratus poseen dos
alelos de I'TS, 3 genotipos y 3 haplotipos caracteristicos (al digerir con las enzimas Taqal y
Hhal) que permitieron estimar la variabilidad intra-poblacional en dreas contaminadas o
no contaminadas. Ademds, se determiné que hubo disminucién en las frecuencias de
aparicion de los genotipos y de los haplotipos ITS, asi como disminucién de heterocigotos
y tendencia a la desaparicién de un alelo en las poblaciones de P. purpuratus, que habitan
el drea sometida a continuas descargas de contaminantes domésticos e industriales. Tales
resultados sugieren que el ITS puede ser usado como un marcador nuclear en el andlisis
genético de poblaciones como P. purpuratus, que probablemente estan cambiando su es-
tructura genética ante condiciones de estrés ambiental fijando modificaciones en la fre-
cuencia de genotipos y haplotipos ITS entre las poblaciones. Dicha variaciéon podria
mantenerse en equilibrio de acuerdo con la uniformidad de las condiciones ambientales.

Palabras clave: ITS, Perumytilus purpuratus, genética de poblaciones, ADN ribosomal,
biomarcadores.

Abstract

Nuclear or mitocondrial DNA-based genetic markers of invertebrates are used in popula-
tion genetic as polymorphism markers between individual, species and/or populations.
Perumytilus purpuratus is specie widely distributed from Ecuador to Cabo de Hornos,
with high fecundity rates and density along the Chilean coasts. With the goal to determi-
ne differences in the genetic structure of P. purpuratus populations in polluted areas, we
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amplified the internal transcribed spacer (ITS) region of the ribosomal DNA from Perumy-
tilus purpuratus and we analyzed the restriction fragments polymorphism. The results
showed that the P. purpuratus have two I'TS-alleles, 3 genotypes and 3 haplotypes (by di-
gestion with Taqal y Hhal enzymes) which were used to estimate intra-population varia-
bility in contaminated or no contaminated areas. Besides, the data indicated a decreasing
in genotypes and haplotypes-ITS frequencies values, as well as heterozygote deficiencies
and a tendency to disappearance of one allele from P. purpuratus population inhabiting
the area with strong influx of domestic and industrial pollution.

Such results suggest that ITS can be used as nuclear marker for the genetic analysis of po-
pulation such as P. purpuratus that probably are changing its genetic structure by envi-
ronmental stress, and fixing changes on its genotypes and haplotypes frequencies
between the populations. Such variation could to maintain the equilibrium in accordan-
ce with the environmental conditions uniformity.

Keywords: ITS, Perumytilus purpuratus, population genetic, biomarkers, ribosomal DNA.

1. INTRODUCCION

En bivalvos, los estudios de genética de poblaciones se han enfocado en la busqueda de
polimorfismos que puedan ser usados como marcadores para diferenciacién de indivi-
duos, especies o poblaciones. Para esto se han usado tanto estudios con aloenzimas (Ve-
nier et 4l., 2003; Skibinski, 1994), como estudios con el ADN nuclear y el ADN mitocon-
drial analizando la hibridizacién ADN-ADN para andlisis filogenético (Milyutina y
Petrov, 1989), el polimorfismo del ADN por amplificacién de secuencias al azar y el uso
de enzimas de restriccion, para determinar variacion en el ADN mitocondrial entre es-
pecies (Skibinski, 1985; Blot et 4l., 1990; Gardner y Skibinski, 1991; Geller et 4l., 1994;
Toro, 1998). Asimismo, las secuencias repetidas en grupos altamente diversos como los
microsatélites y minisatélites, asi como las regiones espaciadoras transcritas internas
del ADNr nuclear, son marcadores moleculares muy usados en analisis filogenéticos y es-
tudios poblacionales.

Para el caso del ADN nuclear se han usado secuencias repetitivas codificadoras y no codi-
ficadoras (importantes porque su variacién puede ser independiente de la seleccién na-
tural) cuyo potencial para detectar variacién, en algunos casos, es mucho mayor que
con el ADN mitocondrial. Los genes ribosomales nucleares (28S y 18S) han sido amplia-
mente usados en sistemdtica molecular de vertebrados, dado que su tasa de evolucion
es extremadamente baja (Skibinski, 1994) y las regiones espaciadoras transcritas inter-
nas (ITS1, ITS2) y externas (ETS), asi como los segmentos de expansion del ARN riboso-
mal 28S que evolucionan rapidamente y, por ende, son ampliamente variables, también
son muy utilizados para comparar especies muy cercanas de invertebrados, tales como
crustdceos, esponjas y bivalvos, entre otros (Chu et dl., 2001; Worheide et dl., 2004). De
igual forma, la regién espaciadora intergénica (IGS) evoluciona muy rdpidamente y
puede ser usada en comparaciones de subespecies o poblaciones dentro de una especie
(Phillips et 4l., 1992; Mindell y Honeycutt, 1990; Williams et 4l., 1988; Hillis y Davis,
1988). Sin embargo, pocos son los trabajos enfocados al uso del DNA nuclear como mar-
cador de polimorfismos en bivalvos. En estos se ha usado el gen de la Calmodulina
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(Corte-Real et dl., 1994), de la proteina adhesiva-Glue-5 (Inoue et dl., 1995; Toro,
199§), de la MAL-1 (Rawson et 4l., 1999) y de la regién ITS (Coleman y Vacquier, 2002;
Lépez-Pinén et dl., 2002; Yu et 4l., 2000; King et 4l., 1999).

Para el caso de Perumytilus purpuratus, conocido como chorito maico y chorito en Chi-
le, Mejillén del Sur en Argentina y Choro en Pert, nada se ha hecho con respecto al es-
tudio genético de sus poblaciones a pesar de que esta es una especie benténica muy
abundante en la zona intermareal rocosa. Esta especie tiene una amplia distribucion
geografica que abarca en el Pacifico desde Ecuador hasta Isla Hermite en Cabo de Hor-
nos y Estrecho de Magallanes, y en el Atldntico hasta Santa Cruz, Argentina (Osorio y
Bahamonde, 1968; Ramorino y Campos, 1979). Esta especie desova durante todo el
afio en la zona central de Chile, y dada su alta fecundidad se sugiere que la estructura
genética de estas poblaciones puede ser afectada por factores bidticos y abidticos, ya sca
de manera selectiva o al azar. Entre dichos factores se incluye la contaminacién de las
dreas costeras chilenas, que en las pasadas décadas se ha visto particularmente afectada
por el auge en la explotacion del cobre en la zona norte y por el desarrollo de la industria
pesquera en la zona centro-sur, ademads del crecimiento de la poblacién, que ha llevado
a un incremento en la contaminacién antropogénica en dichas dreas. De ahi que los bi-
valvos sean usados actualmente como organismos bioindicadores de contaminacién
marina por varias ventajas que incluyen: su abundancia, distribucién cosmopolita en
muchas dreas templadas alrededor del mundo (caso Mytilus spp.) v su estilo de vida
benténico, que les permite a través de la filtracion acumular muchos de los contami-
nantes orgdnicos o metdlicos que llegan a estas dreas (Dondero et 4l., 2006). En el caso
de Perumitylus purpuratus, su amplia distribucién geografica en Chile y su alta tasa de
fecundidad lo convierten en un buen candidato para estudiar el efecto de la contamina-
cién sobre sus poblaciones. De hecho, actualmente se desarrollan estudios con aloenzi-
mas que muestran de manera preliminar diferencias en la estructura de las poblaciones
entre habitat contaminados y no contaminados. En ese sentido, el andlisis de loci gené-
ticos polimorficos de la regién ITS pueden proveer mayores datos con respecto a la es-
tructura genética de dichas poblaciones, a sabiendas de que esta region especifica del
genoma al parecer evoluciona neutralmente y, por ende, su polimorfismo serd producto
de seleccion neutral dentro de las poblaciones. Es asi como el objetivo de este estudio
fue determinar sila region ITS en Perumytilus purpuratus puede ser usada como un mar-
cador genético nuclear en poblaciones sometidas a estrés ambiental por contamina-
cién, con el fin de complementar los estudios que se estdn realizando con aloenzimas
en esta especic.

2. METODOLOGIA

2.1 Area de estudio

Se tomaron muestras de Perumytilus purpuratus en verano de 2002 en dos dreas costeras
contaminadas del norte de Chile, cerca de la ciudad de Antofagasta a 24° latitud sur; la
primera estacién (AN1) se ubicé en la ensenada Coloso, que recibe todos los desechos
de la explotacién del cobre desde hace mds de 20 afos, y la segunda estacién (AN2) se

Revista 'Tumbaga (2008), 3, 128-140 130



ITS COMO MARCADOR NUCLEAR DE POLIMORFISMO EN POBLACIONES DE PERUMYTILUS PURPURATUS (LAMARCK, 1819)

ubicé en el drea de descarga al mar de los
efluentes domésticos e industriales de la ciu-
dad. Como drea control (C) se tomaron mues-
tras de un lugar no impactado en la bahia de
Concepcion a 37° de latitud sur (figura 1).

2.2 Extraccién de ADN

El ADN gendmico total fue extraido de aproxi-
madamente 50 mg de tejido del musculo
aductor de cada uno de los 50 especimenes
muestreados en cada drea de estudio. El
musculo fue removido y desmenuzado suave-
mente y luego digerido con 500 ml de buffer
de lisis (50 mM Tris-HCI (pH 8.0); 1% SDS; 25
MmEDTA) con 200 mg de proteinasa Ka 37 °C
durante toda la noche. Posteriormente se adi-
cion6 500 ml de fenol saturado-cloroformo-al-
cohol isoamilico (24:24:1) y se precipité el
ADN a -2() °C por 2 horas con 2,5 voliumenes de
etanol. EI ADN extraido fue resuspendido en
200 ml de TE (10 mmol/l Tris-HCI, pH 8.0,
Immol/L EDTA) y guardado a -20 °C hasta su
uso. La calidad y cantidad de ADN fueron eva-

, , luadas por electroforesis en gel de agarosa al
dustriales en Ta ciudad de Antofagasta. 2% tenido con 0,5 mg/L de bromuro de etidio.

Figura 1. Sitios de muestreo. C: drea
control en Concepceidn, region del Mau-
le. ANI: Estacién Coloso, Antofagasta.
AN2: Area de descargas domésticas ¢ in-

2.3 Amplificacion por PCR

Se realiz6 amplificacion de la region espaciadora interna transcrita (ITS-1) del ADNr con
los  cebadores ITSI8D  5’CACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTG-3" e ITS28U
5’-CGTTACTGGGGGAATCCTGGT-3" descritos por Hillis y Dixon (1991).

ITSISD ——p — 1TS28U

Las amplificaciones fueron realizadas con mezclas de 30 uL de reaccién que contenia: 1
ul de ADN molde (50 ng/ul) de cada uno de los individuos, 2,5 uM de dNTPs, 25 pM
MgCl,, 4 uM de cada cebador y 1 unidad de Taq polimerasa. A la mezcla de reaccion se
adicioné una gota de aceite mineral para prevenir la evaporacién durante el PCR. El pro-
tocolo termal consté de una denaturacion inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos con denaturacion a 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 50 °C por 1 minuto, ex-

tensién a 72 °C por 1 minuto y una extensién final a 72 °C por 5 minutos. Los productos
amplificados fueron observados y fotografiados con luz UV por tincién con bromuro de
etidio en geles de agarosa al 2% que se dejaron correr por 1,5 horas a 80 voltios.
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2.4 Andlisis de restriccion

Para este analisis se realizé inicialmente digestion con varias enzimas para determinar
cudl de ellas mostraba un mejor patrén de restriccién que permitiera la comparacién de
las poblaciones. Una cantidad de 10,7 pl. de producto amplificado de cada individuo
fue digerido 3 horas a 37 °C con 0,5 unidades de las enzimas de restriccién Dpnll, Mspl
y Haelll, Avall, Ddel, Hinfl, Ncil, Rsal, Hhal, Alul, Nlalll, y a 65 °C con 0,5 unidades
dela enzima Taqal, en un volumen total de 14 ml. Los productos digeridos fueron corri-
dos durante 2 horas a 60 voltios en geles de agarosa al 3% y visualizados por luz UV con
bromuro de etidio (0,5 mg/L).

2.5 Andlisis de datos

Para determinar las distancias entre frecuencias alélicas de las poblaciones muestreadas
se usé el programa TFPGA versién 1.3 (Miller, 2000).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La amplificacién de la region ITS de Perumytilus purpuratus generd dos productos de
PCR de aproximadamente 1300 y 1100 pb. La mayoria de los individuos presentaron el
amplicén de 1300 pb, mientras que muy pocos individuos presentaron sélo el amplicon
de 1100 pb y algunos, ambos amplicones (figura 2).

Para corroborar que tales diferencias no correspondian a artefactos del PCR, se realiza-
ron varias amplificaciones en las que se observd un comportamiento reproducible por
individuo y por amplificacién en las poblaciones muestreadas. Con base en lo anterior,
la presencia de dos bandas ITS de diferente tamafio pudo deberse a:

:- ” " A4 ] - o ETT

- - mm

Figura 2. Amplificacién de la region ITS para la poblacion de Concepcién. Al centro esta el mar-
cador de peso molecular X174 digerido con Haelll. Los demds carriles muestran los tres haploti-
pos encontrados dentro de la poblacién: individuos homocigotos para el alelo Al/Al (banda de
1300 pb), individuos homocigotos para el alelo A2/A2 (banda de 1100 pb) ¢ individuos heteroci-
gotos para ambos alelos A1/A2 (con bandas de 1300 y 1100 pb, respectivamente).
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1. Laregion ITS de Perumytilus purpuratus posee dos variantes alélicas que se hacen
evidentes como bandas de diferente tamarno, representando alelos homélogos del
mismo locus, como ha sido sugerido por Grosberg et 4l. (1996). Asi que al amplifi-
car la regién ITS, se observa que los homocigotos tienen bandas simples y los hete-
rocigotos dos bandas, de la misma forma como se ha reportado con minisatélites
(Skibinski, 1994), con la region repetitiva del gen de la proteina adhesiva (Inoue et
al., 1995) y con el gen de la Calmodulina de M. edulis (Corte-Real et 4., 1994), en
el que las dobles bandas correspondieron a individuos heterocigotos. En todo caso,
esto podria corroborarse demostrando heredabilidad de dichos alelos a través de
cruces en la poblacion.

2. Seestd dando la amplificacién simultdnea de dos loci de la region ITS, lo cual se co-
rroboraria por diferencia en la secuencia de ambos productos de amplificacion.

3. Los heterocigotos estdn indicando la presencia de hibridos dentro de la poblacién
con una especie simpétrica que tiene el haplotipo de 1100 pb, como lo han reporta-
do Inoue et dl. (1995) al amplificar el gen de la proteina adhesiva, y Rawson et al.
(1999) al amplificar tres marcadores nucleares (ITS, MAL-1y GLU-5) en especies de
Mytilus. Para evaluar esta alternativa se amplificé la regién ITS de una poblacién
(40 individuos) de Semimytilus algosus también conocido como Chorito negro, que
es la poblaciéon més cercana y abundante que comparte la zona intermareal con P
purpuratus. Como se observa en la figura 3, dicha poblacién present6 tres alelos de
la region ITS de 1500, 1400 y 1300 pb. Complementariamente se digiri6 con la en-
zima Mspl la banda de 1300 pb comun a P purpuratus y S. algosus, y se obtuvo un
patrén de digestion similar en ambas especies. Los dos resultados indican que aun-
que puede existir similitud en las secuencias de este alelo para ambas especies, la
ausencia de la banda de 1100 pb en la poblacién muestreada de S. algosus corrobora
que los individuos que presentan ambas bandas en las poblaciones de P purpuratus
no son hibridos de ambas especies sino individuos heterocigotos para ambos alelos
dentro de la poblacién.

Con base en lo anterior, se denoté a los dos alelos ITS como Al (banda de 1300 pb) y A2
(banda de 1100 pb), y a los tres genotipos producto de su combinacién como Al/Al,
Al/A2, A2/A2. Luego se calcul6 la frecuencia de aparicion (%) de cada genotipo en cada
poblacién, como se describe en la tabla 1.

El genotipo Al/Al considerado como homocigoto fue el mas frecuente en los tres sitios
muestreados, con valores que oscilaron desde ¢l 77,5% (en el drea control, C) hasta el
96,7% (en la estacién AN2), seguido por el genotipo heterocigoto Al/AZ cuya médxima
frecuencia (17,5%) se presentd en el sitio control, y por el genotipo homocigoto A2/A2
que fue muy poco frecuente (maximo 5% en la estaciéon AN1) o no aparecié (estacion
AN2). Estos resultados indican que la poblacién ubicada cerca del drea de descarga do-
méstica en Antofagasta (AN2) presentd restriccién de uno de los alelos de la region ITS
o débil seleccién contra heterocigotos, que se reflejé en una muy baja frecuencia
(<3,3%) del genotipo Al/A2 dentro de la poblacién. Para determinar si existia mayor
polimorfismo o variabilidad dentro de las poblaciones muestreadas, se realizé la diges-
tién de la banda de 1300 pb, con 12 diferentes enzimas de restriccién. Los resultados
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Figura 3. Amplificacion de la region ITS en Semimytilus algosus y Perumytilus purpuratus, mos-
trando diferentes bandas (alelos) entre ellos. Carril 1: marcador de peso molecular X174 digeri-
do con Haelll; los carriles 2, 3 y 4 muestran tres bandas (alelos) de amplificacion de S. algosus (ca-
rril 2: 1 banda de ~1300 pb; carril 3: 2 bandas de ~1300 y 1400 pb, y carril 4: 1 banda de ~1500

pb); los demis carriles corresponden a haplotipos de P purpuratus.

mostraron que aunque todas las enzimas digirieron el amplificado en mayor o menor
grado, sélo la digestion con Dpnll, Taqal, Hhal y Mspl permiti6é una mejor resolucién
de los fragmentos, y que sélo la digestion con Hhal y Tagal mostré polimorfismo den-
tro de las tres poblaciones, dando lugar a tres haplotipos caracteristicos.

Tabla 1. Porcentaje de frecuencia de genotipos I'TS de Perumytilus. purpuratus en las
tres poblaciones estudiadas. (Al/Al=homocigoto para el alelo Al:1300 pb;
A2/A2=homocigoto para el alelo A2:1100 pb; Al/AZ=heterocigoto para ambos alelos).
Estaciéon: C: drea control en concepcién, AN1: Coloso, Antofagasta; AN2: descargas
domésticas e industriales.

Genotipos I'TS C AN1 AN2
(n) muestreados 50 40 40
Al/Al 77,5 79,3 96,7
Al/A2 17,5 17,2 3,3
A2/A2 5 34 0,0

Con la enzima Hhal (figura 4a) se observé un haplotipo (A) con 5 fragmentos de apro-
ximadamente 320, 251, 234, 160 y 118 pb, un haplotipo (B) con 6 fragmentos de apro-
ximadamente 340, 320, 251, 234, 160 y 118 pb y un haplotipo (C) con 5 fragmentos de
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Figura 4. Fragmentos de restriccion obtenidos al digerir la banda de 1300 pb (Alelo Al) de la re-
gi6n ITS en individuos la poblacién control (C). A. Digestion con Hhal. B: Digestion con Taqal.
En ambos se tiene en carril 1: marcador de peso molecular ¢X174 digerido con Haelll; carril 2:
alelo Al no digerido. Los tres diferentes haplotipos se observan al digerir con Hhal en el carril 3, 4
y 11,y al digerir con Taqal en el carril 3, 4y 10, respectivamente. Se senialan las bandas caracteris-
ticas de cada haplotipo.

aproximadamente 330, 251, 234, 160 y 118 pb. Con la enzima Taqal (figura 4b) se ob-
servo el haplotipo (A) con 5 fragmentos de aproximadamente 600, 195, 130, 110 y 70
pb, el haplotipo (B) con 6 fragmentos de aproximadamente 600, 220, 195, 130, 110, 70
pb, y un haplotipo (C) con 5 fragmentos de aproximadamente 600, 210, 130, 110y 70

pb.

El analisis de las frecuencias de aparicién de estos haplotipos en conjunto para las dife-
rentes poblaciones (tabla 2) mostré que hay una tendencia a la disminucién de la fre-
cuencia de los haplotipos B (20%) y C (5%) en la poblacién AN2 respecto de la poblacién
control y AN1, en las cuales los tres haplotipos se mantienen con frecuencias similares.
Ambos resultados sugieren restriccién en el flujo de genes en la poblacién de P
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purpuratus en el drea AN2 cerca de Antofagasta, que puede estar dada por efectos locales
fisicos, como cambios de salinidad, temperatura, incremento de la turbiedad y conta-
minantes, o variacion en los regimenes de corrientes que estan afectando la dispersion,
el reclutamiento o la sobrevivencia de las larvas. En este sentido, se ha sugerido para
otras especies de bivalvos que el exceso de homocigotos en poblaciones de M. edulis en
un drea estuarina y de M. trossolus (gen MAL-1) en la costa Pacifica norteamericana po-
dria asociarse con restricciones hidrogréficas (Corte-Real et 4l., 1994) y la distribucion
geografica e introgresion de las poblaciones a lo largo de la costa (Rawson et 4l., 1999), y
que el polimorfismo intrapoblacional de M. desolationis podria estar ademads relaciona-
do con el factor contaminacién (Blot, 1990).

Tabla 2. Porcentaje de frecuencia de los haplotipos obtenidos luego de la digestion del
amplicén correspondiente al alelo Al con IThal y Tagal en las tres poblaciones de P
purpuratus estudiadas. Iaplotipo (A): 5 fragmentos, (B): 6 fragmentos y (C): 5
fragmentos. Estacién: C: drea control Maule, ANI: Estaciéon Coloso, AN2: drea de
descargas domésticas e industriales.

Haplotipos C AN1 AN2
(n) muestreados 20 20 20
A 50,0 35,0 75,0
B 340 55.0 20.0
C 16,0 10,0 5,0

En general, los resultados mostraron que las poblaciones de P purpuratus exhibie-
ron tres genotipos ITS y tres haplotipos de restriccién caracteristicos y comunes para
las tres poblaciones muestreadas. Ademas, el andlisis estadistico establecié que la
distancia genética entre las frecuencias alélicas en la estacién AN2 son significativa-
mente diferentes de la estacion Control (probabilidad 0,01) y de la estacion ANI
(probabilidad 0,06), lo cual corrobora las observaciones previas de las frecuencias de
aparicién de genotipos y haplotipos (tablas 1 y 2). Tales resultados sugieren que la
disminucién de la frecuencia de genotipos y haplotipos ITS, la reduccién de hetero-
cigotos y la tendencia a la desaparicién de un alelo en el drea AN2 podrian estar rela-
cionadas con las continuas descargas de contaminantes domésticos ¢ industriales,
asi como con el tipo y la cantidad de los mismos, que pueden estar llevando a cam-
bios en la estructura genética de esta poblacién respecto de lo observado en la esta-
cién AN1, que aunque contaminada por residuos de la explotacién del cobre princi-
palmente, no presenté cambios significativos (probabilidad 0,8) en la distancia
genética de las frecuencias alélicas de ITS o en la frecuencia de aparicién de los ha-
plotipos de digestion con respecto al sitio control. En este sentido se ha reportado
que los bivalvos son capaces de acumular grandes cantidades de contaminantes
como ¢l Cu en el lumen digestivo y de realizar una eficiente exocitosis, lo cual
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podria explicar dicho comportamiento. Sin embargo, se considera que la mezcla de
contaminantes orgdnicos ¢ inorgdnicos producto de las actividades industriales en
las dreas costeras son una de las principales causas del dafio en el ADNy alteraciones
citogenéticas, asi como de la disminucién de heterocigosis y cambios en la frecuen-
cia genotipica en varios loci enzimdticos tanto en Mytilus spp. (Hummel y Patarne-
llo, 1994; Hoare et 4l., 1994) como en M. galloprovincialis (Venier et 4l., 2003) y en
bivalvos en general (Moore, 1985).

Lo anterior significa un riesgo de las poblaciones naturales a la pérdida de variabilidad
genética, en pos de la fijacion de alelos que permiten una mejor sobrevivencia en las
condiciones de estrés, lo cual en el futuro representa una pérdida de éxito o fitness del
organismo a la hora de enfrentarse a alteraciones ambientales venideras.

Para ampliar la perspectiva ante este probable cambio en la estructura genética de Pe-
rumytilis purpuratus se deben usar otros marcadores nucleares que evolucionan a altas
tasas, como Mal-1, Glu-5, ETS o0 IGS, o marcadores mitocondriales como el de Citocro-
mo Oxidasa, NADII o D-Loop, para corroborar variabilidad intrapoblacional, asi como
estudiar diferencias en el gen de las metalotioneinas y catalasas, o de aquellos que codi-
fican proteinas de resistencia a metales, que aunque sean conservados y no tan varia-
bles, se relacionan estrechamente con el metabolismo y la homedéstasis de los metales
en dreas sometidas a fuerte contaminacion (Zehr y Hiorns, 1998), convirtiéndose en
buenos bioindicadores por las fuertes variaciones en sus patrones de expresién (Donde-
ro et l., 2006). Sin embargo, se debe estudiar mds sobre la fisiologia basica de los bival-
vos, su estatus reproductivo y nutritivo, su respucsta ante la mezcla de contaminantes
complejos orgdnicos e inorgdnicos, para establecer una bateria de biomarcadores (nu-
cleares, mitrocondriales, bioquimicos ¢ histoquimicos) que ayuden a determinar cémo
reaccionan los individuos y luego si las poblaciones ante las condiciones de estrés
ambiental.

CONCLUSIONES

La regién ITS puede ser usada como un marcador nuclear complementario a los estu-
dios realizados con aloenzimas para detectar polimorfismo intrapoblacional en Perumy-
tilus purpuratus. El polimorfismo fue observado a través de la presencia de dos alelos y
tres genotipos producto de amplificacién de la region ITS, asi como por la generacién de
tres haplotipos caracteristicos, producto de la digestién con las enzimas Taqal y Hhal.

Los resultados muestran que se estd dando una seleccion a favor de uno de los alelos ITS
con una concomitante pérdida de variabilidad alélica en la poblacién de P purpuratus
que estd siendo sometida a fuerte estrés ambiental por la descarga de aguas domésticas
e industriales cerca de la ciudad de Antofagasta. Sin embargo, estudios més detallados y
complementarios son requeridos para determinar cudles son los factores fisico-quimi-
cos, hidrolégicos o geograficos que inciden directa o indirectamente sobre la fijacion de
dichos cambios en la poblacion.
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