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Resumen general
Palabras clave: Mytilus californianus, temperatura, trasplantes, ARN/ADN, plasticidad fenotipica.

La quema de combustibles fosiles ha producido un aumento de las emisiones de CO, hacia la atmdsfera y hoy en
dia se registran 401ppm de pCO,. El 25% de estas emisiones son absorbidas por el océano, considerado como un
sumidero de carbono y que a su vez modula la quimica del agua de mar. De manera general, este incremento en
el uso de combustibles fosiles ha ocasionado un aumento de 2°C y una disminucion de 8.2 a 8.1 de pH en el
océano. Las implicaciones de estos cambios influyen directamente en los organismos que viven en la columna de
agua y en zonas costeras. De manera particular en el intermareal rocoso viven organismos que estan sometidos a
una variacién de condiciones ambientales modulada por la fluctuacion de las mareas. En este estudio evaluamos
la respuesta del mejillén juvenil Mytilus californianus, especie clave del intermareal rocoso de la costa
occidental de Baja California, trasplantados en el intermareal Punta Morro (PM) y sometidos a variaciones de
temperatura en condiciones de laboratorio con organismos de distinta procedencia, para analizar si existe una
respuesta de los organismos dependiente de su sitio de origen. En el experimento de trasplantes se utilizaron
mejillones de Baja Mar (BM), Punta Baja (PB), Eréndira (ERE) y PM, mientras que en el experimento en
laboratorio se trabajo con organismos provenientes de BM y PB, los cuales se sometieron a tres variaciones de
temperatura 18, 21 y 23°C. En el tratamiento de 18°C se observaron los valores mas altos de crecimiento de la
concha y ganancia de peso de los mejillones de BM y PB, en el tratamiento de 21 y 23°C los mejillones de
ambos sitios presentaron los valores mas bajos de crecimiento de la concha y los més elevados en el aumento de
peso. A su vez en el experimento de trasplantes se observo para los mejillones nativos de PM un crecimiento de
la concha y ganancia de peso mayor, en comparacion con los mejillones de los otros sitios, de los cuales, los de
BM mostraron los valores menores en talla y peso. También se documentaron las diferencias morfoldgicas entre
las cuatro poblaciones de M. californianus. Finalmente, el indice ARN/ADN utilizado como indicador de la
condicion fisiologica del mejillon en ambos experimentos, mostré un decremento en la actividad metabolica
cuando las temperaturas fueron mayores a las de su sitio de origen, sin embargo, no comprometio el crecimiento
de la concha y la ganancia de peso, por lo que se consider6 que el indice ARN/ADN es un buen indicador de la
condicién fisioldgica del mejillon. Ambos experimentos realizados en este trabajo nos permitieron acceder a una
ventana del conocimiento de la respuesta del mejillon a las variaciones de temperatura, sin embargo, resulta
imprescindible continuar con el estudio de esta respuesta, en particular con poblaciones distantes y de diferentes
etapas durante su ciclo de vida y combinacion de estresores, que permitan tener una respuesta mas clara acerca
del futuro de esta especie icono de las costas de Baja California, en el contexto futuro de las consecuencias del

cambio global y su consecuente calentamiento y acidificacion del océano.
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Abstract

Keywords: Mytilus californianus, temperature, transplantation, RNA/DNA, phenotypic plasticity.

The burning of fossil fuels has been increasing of CO; emissions into the atmosphere and today are pCO>
concentration in the atmosphere 401ppm, 25% of these emissions are absorbed by the ocean, regarded as
a carbon sink and which in turn modulates the chemistry of seawater. In general, this increase in the use
of fossil fuels has caused an increase of 2°C and a decrease in the ocean of 8.2 to 8.1 pH. The implications
of these changes directly affect organisms living in the water column and in coastal areas. Particularly in
the rocky intertidal living organisms that are subject to varying environmental conditions modulated by
tides fluctuating. In this study we evaluated the response of juvenile mussel Mytilus californianus, key
rocky intertidal of the west coast of Baja California, transplanted in the intertidal Punta Morro (PM) and
subjected to variations temperature in laboratory conditions with different place of origin, to analyze if
there is a dependent response place of origin. In the experiment transplant mussels of Baja Mar (BM),
Punta Baja (PB), Eréndira (ERE) and PM, were used and in the laboratory experiment they worked with
organisms from BM and PB, which underwent to three variations of temperature 18, 21 and 23°C. Our
data showed in the treatment of 18°C the highest values of shell growth and weight mussels BM and PB, in
the treatment of 21 and 23°C were observed mussels from both sites had the lowest values shell growth
and higher in weight gain. Turn on the transplant experiment was observed for native mussels PM shell
growth and greater weight compared to the mussels of the other sites, of which the BM showed the lowest
values in size and weight. Morphological differences between the four populations of M. californianus
were also documented. Finally, the RNA/DNA index used as an indicator of physiological status of mussels
in both experiments showed a decrease in metabolic activity when temperatures were higher than those
of its site of origin, however, it did not compromise the growth of the shell and weight gain, so it was
considered that the RNA/DNA index is a good indicator of the physiological condition of the mussel. Both
experiments conducted in this study allowed us to access a window of knowledge mussel response to
variations in temperature, however, it is essential to continue studying this response, particularly with
distant populations and different stages during its cycle life and combination of stressors, allowing a
clearer answer about the future of this iconic species off the coast of Baja California, in the future context

of the consequences of global change and the consequent warming and ocean acidification.
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Capitulo |

Introduccion general

Los océanos comprenden tres cuartas partes de nuestro planeta, ademas de una alta biodiversidad lo
que los convierte en una fuente muy importante de extraccion de recursos para el ser humano. El
aumento del CO, atmosférico ha influenciado directamente a los ecosistemas marinos, ocasionando el
incremento en las temperaturas promedio, lo que ha inducido un efecto en la circulacién y
estratificacion oceénica. Asimismo el incremento de CO, aumenta la tasa fotosintética de las algas y
altera la productividad del sistema en el que se basa la red alimentaria de la biota marina. Como
consecuencia del aumento de la temperatura y la productividad, disminuye la disponibilidad de oxigeno
disuelto (OD) en el agua, el cual es critico para la respiracion de la mayoria de los organismos
acuaticos (Chase, 2013).

En el ecosistema marino, la temperatura del agua de mar determina la temperatura corporal de las
especies en funcion de su capacidad reguladora. En ambientes calidos su temperatura corporal es
elevada, pero mas baja en los ambientes frios, y en ambos casos los organismos no son capaces de
regular su temperatura, pues dependen de la temperatura ambiental y se les clasifica como organismos
ectotermos. (Hill y Gordon, 2006). La temperatura es el factor abiético mas influyente en la fisiologia,
ecologia y evolucion de los seres vivos (Castafieda et al., 2004). En los tejidos animales tiene dominio
en los indices metabdlicos, la velocidad de reacciones bioquimicas en las células, como difusion y
6smosis. La temperatura es uno de los componentes ambientales mas importantes, juega un papel
central en el desarrollo, supervivencia y la distribucién de los organismos en los ecosistemas (Diaz-
Pérez y Carpizo-ltuarte, 2011). Los ectotermos marinos que viven en la zona intermareal rocosa son
organismos modelo en los cuales se pueden explorar los efectos del cambio climatico, en especial sus

patrones de distribucion (Bertness et al., 1999). :
1]
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Otra consideracion importante del aumento del CO; en el océano esta relacionada con la quimica del
agua de mar, pues la absorcion de CO, en la columna de agua, ocasiona la formacion de &cido
carbdnico, libera protones de H* y reduce el pH oceénico (Chase, 2013). Por lo tanto puede resultar en
la acidificacion gradual del agua de mar, éste proceso es definido como “acidificacién del océano”
(Broecker y Clark, 2001; Caldeira y Wickett, 2003).

El comienzo de la era industrial liber6 CO, a la atmdsfera y como consecuencia ha tenido un
incremento exponencial con el paso de los afios. El primer registro de medicion de CO, se llevd a cabo
en Mauna Loa, Hawai, el cual fue medido como una fraccion molar con el nimero de moléculas de
dioxido de carbono divididas por el nimero de moléculas de aire seco multiplicado por un millén
(ppm). El precursor de estas mediciones fue David Keeling del Instituto Scripps de Oceanografia en
marzo de 1958, quien registré 315 ppm. Sin embargo las emisiones de CO, siguen en aumento, y como
resultado los registros indican 401 ppm para febrero del 2015. En la figura 1.1 se puede observar la
famosa curva de Keelling (SCRIPPS, 2015). También existen otras instituciones que realizan éstas
mediciones, ademas de proyecciones futuras en distintos puntos del planeta. ElI Panel
Intergubernamental del Cambio Climatico, (IPCC, por sus siglas en inglés) ha pronosticado emisiones
de CO; entre 730 y 1020 ppm para el 2100. EI dltimo registro es la mayor cantidad de CO, que la
Tierra ha experimentado en sus Gltimos 800.000 afios, y se espera aumente debido a la dependencia de
la humanidad en el consumo de combustibles fosiles para obtener energia. EI océano es considerado
como un sumidero de carbono, ha absorbido un 25% de las emisiones de CO, y como consecuencia
elevado su temperatura 2°C. (Sabine et al., 2004). Una temperatura elevada disminuye la solubilidad
del didxido de carbono y reduce un 10% su absorcion de la atmdsfera, por lo tanto, un océano mas
caliente tiene menos capacidad para captar el CO, de la atmosfera (IPCC, 2013). Las evidencias
sugieren que el calentamiento global y la disminucion del pH en el agua de mar, como consecuencia
del aumento de emisiones antropogénicas de CO,, son los principales factores que inducen el cambio

climético (Doney et al., 2012).
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Figura 1.1. Curva de Keelling que indica la concentracion de CO, (ppm) registrada en el observatorio de Manua Loa desde
1958, para entonces se registr6 315 ppm y para el 2015 las mediciones proyectan 401 ppm (modificada de
scripps.ucsd.edu).

Los estresores asociados al calentamiento y acidificacion de los océanos son de los mas directos y
penetrantes del cambio climatico para los ecosistemas marinos. Los efectos varian segun las regiones,
habitat, especies y el periodo en el que se encuentren los organismos dentro de su ciclo de vida. La
magnitud del cambio es modulada por la influencia de las corrientes oceanicas, las cuales estan
comenzando a ser modificados por el cambio global (Hobday y Lough 2011; Doney et al., 2012).

Ademas de la temperatura, las especies marinas pueden exponerse a condiciones extremas de pH,
anoxia 0 concentraciones de metales pesados que pueden inducir la expresion de las proteinas
chaperones de estrés que mejoran la tolerancia térmica. La induccion de las proteinas de estrés térmico
(HSP por sus siglas en inglés) beneficia a los organismos mediante la mejora de su capacidad para
recuperarse del estrés ambiental y para hacer frente al estres posterior (Parsell et al., 1993). Los
organismos del intermareal se someten también al estrés fisico causado por las olas en marea alta, y
puede llegar a limitar el tamafio maximo del cuerpo y en el caso de los mejillones, desprenderse de las

rocas si el oleaje es muy fuerte (Denny y Wethey 2001).
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Las especies marinas que viven en la zona intermareal rocosa experimentan una variabilidad temporal y
espacial de condiciones ambientales, debido al impacto del oleaje, disponibilidad de alimento, cambios
en la temperatura y la desecacion (Paine 1976, Menge y Farrell 1989). Los procesos bioguimicos y
fisiologicos de los organismos del intermareal pueden alterarse como respuesta a las variaciones
ambientales. Esto se refleja en el crecimiento, la reproduccion y movilidad, y puede modificar su
respuesta a las condiciones del ambiente (Hofmann y Somero, 1995). También se ha demostrado que la
temperatura y mas especificamente la temperatura corporal es otro de los factores mas importantes que
influyen en la supervivencia, crecimiento y reproduccion (Halpin et al., 2004, Helmuth et al., 2006,
Menge et al., 2008). Las respuestas fisiologicas pueden tener efectos en la distribucion y abundancia de
una sola especie y su interaccion con otras del mismo hébitat, por ende en toda la estructura de la
comunidad intermareal (Menge et al., 1994). El intermareal es un ambiente con un gradiente de
temperatura altamente variable, lo que provoca estrés en las especies que lo habitan (Helmuth, 1999).

Las variaciones en la disponibilidad de alimento y nutrientes tiene profundos efectos en la fisiologia de
los organismos del intermareal que se alimentan de materia organica suspendida (Bayne et al., 1993,
Kreeger et al., 1995). Estudios realizados en la costa de Oregon, sugieren que la estructura y regulacién
del intermareal rocoso puede variar en la zona costera con la concentracion de fitoplancton y la
productividad primaria. La aportacion de energia a la zona intermareal ocurre a través de los
invertebrados marinos suspensivoros, principalmente mejillones y balanos (Menge et al., 1994).
Cuando se ve modificada la productividad primaria, por cambios de origen antropogénico o climaticos,
pueden ser necesarios ajustes en las tasas de los procesos fisiologicos de los organismos que conforman
la comunidad. Esto para llevar a cabo la demanda metabdlica requerida, en respuesta a los suministros
de energia que estén disponibles (Bayne et al., 1993). Por lo tanto la variacion en la disponibilidad de

alimento puede verse reflejada en la variacion de la actividad metabdlica.
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La respuesta metabdlica de los individuos cuando son sometidos a condiciones extremas o cambios de
las condiciones ambientales, resulta en alteraciones de la sintesis de proteinas o del metabolismo que
impacta el desarrollo, crecimiento o la reproduccién. Los indicadores bioquimicos de estrés o
metabolicos pueden ser usados como una foto instantinea de la condicion del organismo. Uno de éstos
indicadores es la relacion o indice ARN/ADN (Dahlhoff, 2004), este indice refleja la capacidad de
sintesis de proteinas de cierto tejido, en una determinada condicién y tiempo (Foster et al., 1993,
Stillman et al., 1994).

El uso del indice ARN/ADN para la determinacion del estado nutricional se basa en que la cantidad de
ADN (el portador de la informacién genética) por célula es constante en los individuos de la misma
especie, y esta cantidad no varia en condiciones de estrés. Por esto el ADN ha sido empleado como
indice del nimero de células y de biomasa. Por otra parte, la mayor parte del ARN de una célula (85-
90%) es ribosémico, y su concentracion es funcién del grado de sintesis de proteinas. Por tanto el
indice ARN/ADN se puede considerar como un indicador del grado de actividad metabdlica de la
célula. Este indice ha sido empleado por muchos autores para la estimacién de la condicion nutricional
y el crecimiento en larvas de peces marinos (Buckley et al., 1984, Guderley et al., 1996, Carter et al.,
2000), asi como en bivalvos y crustaceos en acuacultura (Mayrand et al., 1994, Martinez et al., 2000).
Uno de los bivalvos marinos considerado como especie ingeniero del intermareal rocoso es el mejillon
californiano o choro, Mytilus californianus por adherirse firmemente al sustrato en densas capas. En la
costa de Baja California crean camas de mejillones es el mejillén, donde se genera un micro habitat que
alberga una gran diversidad de organismos. Durante la marea baja proveen de proteccién contra
depredadores y en marea alta del oleaje (Fig. 1.2.a) (Suchanek 1985). Se ha considerado que las
propiedades de bioingenieria del mejillon mejoran la biodiversidad local al mismo tiempo que facilitan
el establecimiento y persistencia de una variedad de pequefios invertebrados en el intermareal rocoso

(Arribas et al., 2013), por lo que son considerados como “especie clave” en el intermareal rocoso.
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Los bancos de mejillones en su mayoria de la especie Mytilus californianus (Conrad 1837) dominan en
la costa expuesta del noroeste del Océano Pacifico desde Alaska hasta Baja California (Ricketts et al.
1985). Son una comunidad ecol6gicamente importante de la zona y se le han asociado a las camas de
mejillén mas de 300 especies en una sola ubicacion (Fig. 1.2 b) (Suchanek ,1992). Sin embargo, camas
densamente pobladas de mejillon, tienden a tener menor diversidad que aquellas que tienen periodos de
disturbio con cierta frecuencia. Las camas que forman pueden medir varios metros de ancho en la zona
intermareal media y en el submareal hasta los 24 metros de profundidad. Entre las especies que
albergan se encuentran diversas especies de moluscos gasteropodos y gusanos poliquetos, también
acumulan una mezcla arenosa de fragmentos de concha que proporciona hogar a los mismos
poliquetos, anemonas y cangrejos. Por otra parte la estrella de mar Pisaster ochraceus regula la
abundancia de M. californianus. Sin embargo también es depredado por las aves playeras, cangrejos y
caracoles. Los mejillones son filtradores que consumen gran cantidad de plancton y detritus. En el
intermareal funcionan como enlace de energia, contribuyen como consumidores primarios y
representan una fuente de alimento para un gran numero de depredadores (Paine y Levin, 1981) entre
los que destacan en Baja California, la estrella de mar Pisaster ochraceus y la langosta espinosa

Panulirus interruptus.

Figura 1.2 a) Zona intermareal rocosa de Bajamar, expuesta al oleaje intenso. b) Cama de mejillones en la zona intermareal
donde se albergan cientos de especies durante la marea baja.

El mejillén de California es un molusco bivalvo de color negro azulado con fuertes costillas radiales en

su concha y lineas de crecimiento irregulares cuyo tamafio adulto oscila entre 60 y 150 mm (aunque
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pueden alcanzar mayores dimensiones particularmente en el submareal) en funcién de su ubicacién en
el intermareal y la disponibilidad de alimento entre otros aspectos (Fig.1.3). A menudo la superficie de
su concha esté erosionada o desgastada. El interior de la concha es de color gris azulado, mas obscuro
en los margenes. Los mejillones abren sus conchas ligeramente para poder comer detritus organico y
fitoplancton suspendido en el agua de mar. Un mejillon de tamafio medio puede filtrar de dos a tres
litros de agua por hora. La época de reproduccion se extiende durante todo el afio, aunque los picos
reportados en California son en julio y diciembre. Los mejillones adultos emiten espermatozoides u
6vulos en la columna de agua donde ocurre la fertilizacion, y el desarrollo de su etapa larval. Su fase
larval culmina con el estadio de larva competente que se distingue por la presencia de una mancha
ocular. Al estadio competente le continGa el asentamiento, que ocurre con la ayuda del pie, el cual le
permite a la larva desplazarse, lo que indica la busqueda del sustrato para dar inicio a la metamorfosis.
Al momento de la metamorfosis, la larva comienza a generar una especie de cuerda de naturaleza
proteinica compleja a la que se le denomina biso, y es generada por la glandula del mismo nombre.
Esta estructura le permite a la larva fijarse en las rocas, y su secrecion continua durante la vida del
organismo juvenil y adulto (Morris et al., 1980). El choro ha sido utilizado como fuente de alimento en
Baja California, este fue consumido por poblaciones indigenas de la peninsula, donde actualmente es

explotado en forma artesanal.

Figura 1.3.Mejillon Mytilus californianus, molusco bivalvo de conchas azuladas y erosionadas, con margenes que indican
su crecimiento. En la parte inferior puede apreciarse el biso, estructura para su fijacion en las rocas

6]



7\:) Introduccion

El ambiente peldgico del Océano Pacifico frente a la Peninsula de Baja California forma parte del
Sistema de la Corriente de California (SCC). En esta zona los florecimientos de fitoplancton soportan
una red tréfica compleja. Los afloramientos se caracterizan por ser estacionales y modulados por la
intensidad y direccion del viento (Durazo et al., 2010). Como consecuencia se generan cambios fisicos
y quimicos en la zona eufética. Los nutrientes aumentan y disminuye la temperatura y el oxigeno. Este
fendmeno es conocido como surgencia, que como consecuencia eleva la productividad primaria, que
incluye un complejo proceso de interaccion fisico-bioldgica en la columna de agua (Mann y Lazier,
1991). También la topografia local y el ambiente costero pueden influir en su variabilidad y dan lugar
al ciclo estacional de surgencias. Las poblaciones de invertebrados y peces pelagicos que viven frente a
la Peninsula de B.C. se ven impactados en diversidad y abundancia por los eventos de surgencia
(Durazo et al., 2010).

En México a partir de 1997, el Programa Oceanografico IMECOCAL (Investigaciones Mexicanas de la
Corriente de California, imecocal.cicese.mx) realiza monitoreos cuatrimestrales frente a la costa
occidental de la Peninsula. Estudian los patrones y procesos relacionados con la variabilidad climatica
del océano, y sus efectos en el ecosistema pelagico. Sin embargo, los datos obtenidos mas cercanos a la
costa se adquieren a una distancia de 11 km, por lo que aun se desconoce gran parte del
comportamiento quimico de la zona mas cercana a la costa. Su estudio se ha vuelto fundamental y
constituye una de las fronteras oceanograficas mas relevantes para poder entender el impacto del
cambio climatico (Durazo et al., 2010). Uno de los modelos ecolégicos que nos permiten estudiar
procesos y patrones a diferentes escalas son las comunidades del intermareal rocoso y sus especies

clave. Ademas de incorporar procesos oceanograficos como moduladores del ecosistema (Menge et al.,

1997).
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En el presente estudio se documentd la respuesta fisiologica de juveniles del mejillon Mytilus
californianus sometidos a variaciones de temperatura del agua de mar en condiciones de laboratorio y
trasplantados en campo. Para lo anterior se utilizaron mejillones provenientes de distintas comunidades
intermareales de la costa de occidental de Baja California. En el capitulo 2, se incluye el experimento
en campo, donde se estudio la respuesta de los mejillones trasplantados a condiciones oceanogréficas
contrastantes en el intermareal Punta Morro, en el cual se incluyeron tres poblaciones de mejillones de
la costa de Ensenada BC, y que fueron de Bajamar, Eréndira, Punta Baja. Los mejillones provenientes
de Punta Morro se consideraron como nativos, ya que no fueron trasplantados. En el capitulo 3, se
aborda la tematica del experimento en condiciones de laboratorio, en el que se utilizaron mejillones

provenientes de Bajamar y Punta Baja (en Ensenada).
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Justificacion

El intermareal rocoso de la costa occidental de Baja California representa un habitat altamente
dindmico influenciado principalmente por las condiciones oceanograficas que le confiere el Sistema de
la Corriente de California (SCC). Una de las especies claves es el mejillon o choro Mytilus
californianus, por lo que estudios que proporcionen informacién acerca de la variabilidad de su
respuesta fisioldgica en condiciones de laboratorio e in situ, seran de gran utilidad para entender como
esta respuesta se relaciona con los procesos oceanograficos a lo largo de la costa. Ademas ayudara a
entender los efectos que puede tener en un ambiente alterado por el aumento de temperatura en la
comunidad del intermareal rocoso. Asimismo se considera que las fases méas vulnerables de las
especies en general y del mejillon en particular, son sus primeros estadios de vida, la cual incluye su
etapa juvenil. Por lo anterior, se consider0 la etapa juvenil, para llevar a cabo éste estudio, ademas de
que esta etapa del ciclo de vida resulta facil de monitorear in situ.

En el contexto del cambio climatico, no tenemos estudios recientes que nos indiquen como éste puede
estar afectando a las poblaciones del mejillon en la costa de Baja California. Incluir en este estudio una
aproximacion de la respuesta del organismo a condiciones contrastantes a las de su sitio de origen
puede proveernos de informacién de la respuesta de los organismos a las condiciones generadas por el
calentamiento y acidificacion futura del océano. Las consecuencias directas de la posible disminucion
de los bancos de mejillon a lo largo de la costa, se reflejarian principalmente en la economia de las
comunidades pesqueras de la region, ya que representa una fuente de proteina de facil acceso, ademas
de su utilidad como carnada para otras pesquerias como la de la langosta espinosa Panulirus
interruptus. Asimismo, su disminucion traeria como consecuencia una pérdida de la biodiversidad, al
alterarse la trama tréfica en una de las comunidades marinas del intermareal icono en la costa

occidental de Baja California.
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Sitios de estudio

La costa occidente de Baja California se ubica entre las latitudes 28 y 32°N, y comprende climas
templado y seco con lluvias de invierno. La temperatura media anual es de 18 a 19°C, con temperaturas
méaximas mayores de 30°C de mayo a septiembre, y minimas de 5°C en enero. Las lluvias en la region

son muy escasas, con alrededor de 200 mm de precipitacion total anual (INEGI, 2015).

Debido a la influencia del SCC la temperatura del agua de mar varia entre los 13 y 23°C, con presencia
de eventos de surgencias costeras estacionales principalmente entre los meses de abril a junio. La
vegetacion terrestre dominante es el matorral costero y a lo largo de toda la linea de costa se destaca la
presencia de zonas rocosas, dunas costeras y playas arenosas bordeadas de acantilados. Los principales
problemas ambientales y ecol6gicos en el area estan relacionados con el suministro de agua, la
contaminacion de aguas costeras por desechos y descargas residuales, la alteracion de ecosistemas

naturales, asi como la sobreexplotacion de recursos marinos (Pefia, 2011).

Los sitios de donde se obtuvieron los juveniles de Mytilus californianus fueron: Bajamar (BM)
N32°00'52.831" y 0116°52'36.482", Punta Morro (PM) N31°52'05.363" y 0116°39'49.032", Ejido
Eréndira (ERE) N31°19'15.782" y 0116°26'11.677" y Punta Baja (PB) N29°56'56.817" y 0115°

48'46.758". La ubicacion de los sitios de muestreo de norte a sur, se presenta en la Figura 1.4.
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Tabla I. Distancia en kilometros que existe entre cada uno de los sitios de procedencia de los mejillones
juveniles utilizados en el experimento de trasplantes.

Sitio Bajamar Punta Morro Eréndira
Bajamar
Punta Morro 26
Eréndira 87 64
Punta Baja 250 226 163

3250

29.25

26.00

22.75

-1235 -120.25 -117.0 -113.75
Longitud ("W)

Figura 1.4 Mapa de la ubicacidn espacial de los 4 sitios de procedencia de los mejillones en la peninsula de Baja California.
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= Bajamar

Localidad situada a 25 km al norte del puerto de Ensenada, caracterizado por una terraza costera
expuesta al oleaje intenso. La orientacion con vista al mar es hacia el suroeste, y su intermareal se

extiende por mas de 40 m. A sus alrededores se encuentra una edificacion turistica que colinda con un

campo de golf (Fig. 1.5).

Figura 1.5. a) Imagen satelital de la ubicacion del intermareal rocoso de Bajamar tomada de Google Earth©. Se aprecia el
color verde del campo de golf dentro de la edificacion turistica y b) su configuracién espacial con exposicion directa al
oleaje, y una abundante cama de mejillones.

= Punta Morro
Ubicado en el extremo norte de la Bahia Todos Santos en la ciudad de Ensenada. La zona supra
litoral esta interrumpida por un muro de proteccion que colinda con la UABC, y su zona meso litoral

Ilega a extenderse por mas 55 m (Fig.1.6)

¥ij )

PlntaMorro- -

Figura.1.6. a) Imagen satelital de la ubicacion del intermareal rocoso de Punta Morro tomada de Google Earth© donde se
aprecia como colinda con el campus UABC. b) su configuracion espacial semi expuesta al oleaje.
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= Ejido Eréndira

El intermareal rocoso es una extensa terraza marina de rocas sedimentarias. Su costa esta expuesta a la

energia del oleaje con orientacidn hacia el mar suroeste. La plataforma se extiende hasta por 30 m,

(Fig. 1.7). A sus alrededores se encuentra un ejido del mismo nombre con 1500, habitantes.

Figura.1.7. a) Imagen satelital de la ubicacion del intermareal rocoso de Eréndira tomada de Google Earth© en una zona no
habitada y b) su configuracion espacial, con exposicion directa al oleaje.

» Punta Baja

Esta localizada a la mitad de la costa occidental de B.C., 50 km al sur de la Bahia San Quintin'y 15 km
al suroeste del poblado El Rosario. Es una formacidn de roca sedimentaria, conformada principalmente
de arenisca y aportaciones de conglomerado, presenta exposicion al oleaje con orientacion al noroeste y
su zona intermareal se extiende en ocasiones por mas de 100 m de franja expuesta durante la marea

baja (Fig.1.8.)

5

Figura.1.8. a) Imagen satelital de la ubicacion del intermareal rocoso de Punta Baja tomada de Google earth© donde se
observa la forma de la costa en punta y b) su configuracién espacial, con una alta exposicion directa al oleaje.
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Las 4 localidades se encuentran influenciadas por el SCC, sin embargo cuentan con caracteristicas

particulares. En la tabla 1l se exponen algunas condiciones ambientales incluyendo fauna y flora

dominante para cada sitio.

Tabla Il. Contraste de temperatura anual, clorofila presente durante el periodo de surgencias, exposicion oleaje,
orientacién, fauna y flora dominante, y poblaciones cercanas, de los sitios de procedencia de los mejillones.

dici . R . Punt .
Con 1crones Bajamar Eréndira* Punta Baja un a* Referencia
Oceanograficas Morro
Temperatura Invierno
Primavera 15.9+1.5°C 15.4+1.1°C 15.75+1.03°C 17.1+1.5°C
(Enero-Junio)
Temperatura Verano-Otofio o 5 o o MODIS aqua
(Julio. Diciembre) 20.3+1.3°C 19.76+1.29°C 20.2+1.04°C 20.9+2.0°C (4km)
7 3
Clorofila (mg/m .) durante 497 943 3.64 57
surgencia
Exposicion al oleaje Expuesto Semiexpuesto Expuesto Semiprotegida
Orientacién Suroeste Suroeste Noroeste Sur
Lottia gigantea, Nucella s Strongylocentrotus Chlorostoma Canales, 2012
Fauna dominante méviles Pisaster Li +asp-, purpuratus, cangrejos sp., Quitones y
ittorina sp. e
ochraceus ermitanos caracoles

Fauna dominante sésiles

Mpytilus californianuas, balanidos, percebes y anémonas

Algas corticadas Al,g as . Algas Pefia, 2011
. , calcareas, Algas calcareas y corticadas y
Flora dominante macroalgas y calcareas . .

filamentosas, costrosas calcareas

costrosas
no costrosas costrosas

Complejo Ensenada-

Poblacién cercana Turistico Ejido Eréndira  El Rosario (15 km)
Bajamar. campus UABC

*Nota: estos sitios de muestreo se encuentran mas alterados en cuanto a la biodiversidad de flora y fauna existente en la actualidad en
comparacion con Punta Baja y Bajamar, por lo que la fauna y flora dominantes muy probablemente no corresponden al registro histérico

de los sitios
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Capitulo IlI.

Trasplante de Mytilus californianus en Punta Morro

Resumen

En este capitulo se analiza la respuesta de mejillones juveniles Mytilus californianus trasplantados en el
intermareal de Punta Morro (PM), provenientes de 3 localidades distintas, Bajamar (BM), Eréndira (ERE) y
Punta Baja (PB) ubicadas en la costa occidental de Baja California. El trasplante se realiz6 por medio de cajas
construidas con cemento y malla de acero. El disefio experimental incluyd 3 réplicas (cajas) por sitio (BM, ERE,
PB y PM) con 80 mejillones cada una, con un intervalo de talla de 15-22 mm. Los mejillones estuvieron
expuestos por 3 meses durante el periodo comprendido entre mayo y agosto del 2014. Para evaluar el
crecimiento se realizaron muestreos mensuales donde se registrd la talla de la concha a lo largo (L), ancho (An) y
alto (Al), peso himedo total (Psht), peso himedo de la carne (Pshcr), peso seco de la concha (Psch) y peso seco
total (Pst). También se .registrd in situ la temperatura superficial de mar (TSM), oxigeno disuelto (OD) y pH.
Adicionalmente, los valores ocednicos de TSM y concentracion de Clorofila-a ([Clor-a]) de las 4 localidades se
obtuvieron a partir de datos satelitales del sensor MODIS-aqua (a 4km de la costa). Como indicador de la
capacidad de sintesis de proteinas y de actividad metabdlica se utiliz6 el indice ARN/ADN en la etapa inicial y
final del trasplante. El incremento total del largo de la concha para los mejillones trasplantados oscilé entre
4.39+0.66 (BM) y 5.33£1.11mm (PM), de alto entre 2.41+0.31 (BM) y 2.85+0.79mm (PM) y de ancho entre
1.23+£0.89 (PM) a 1.71+0.16 mm (PB). El peso de la concha represent6 el 90% del peso total del mejillon y el
peso total oscil6 entre 0.346+0.02 (ERE) y 0.575+0.079 (PM) g. Mientras que el peso himedo de la carne entre
0.159+0.05 (ERE) y 0.220+£0.04 g (PM). La TSM in situ indic6 un maximo de 23°C y minimo de 18°C. El
promedio de la TSM de datos satelitales oscilo entre 14.2 y 22.1°C, los valores més elevados se observaron en
PM durante todo el experimento. La [Clor-a] oscil6 entre 7.05 (ERE) y 4 mg/m® en el mes mas intenso de
surgencias (abril) y durante el trasplante fluctud entre 5.33 y 0.46 mg/m* en PM se observaron los valores mas
elevados. El OD oscilé entre 9.92 mg/l y 6.43 mg/l y tuvo una correlacién negativa con la temperatura. El pH se
registrd en el intervalo de 7.98 -8.33 (\gs) Y no presentd correlacion directa con el resto de los parametros,
aunque se relacionaron sus oscilaciones con los procesos de respiracion y fotosintesis del intermareal. El indice
ARN/ADN en etapa inicial fue mayor que en la etapa final los valores calculados estuvieron en un intervalo de
0.17+0.03-0.24+0.05 (PB). A pesar de que no se encontraron diferencias significativas con excepcién de PB, se
presentd una correlacién inversamente proporcional con [Clor-a] y la temperatura. Las relaciones biométricas
Largo-Ancho, Largo-Alto, indicaron que los mejillones de BM presentan un crecimiento alométrico positivo,
mientras que el resto de las poblaciones incluidas presentaron un crecimiento alométrico negativo. Sugerimos
morfotipos para los mejillones de BM angostos, ERE mas anchos y con un surco caracteristico en la union de las
valvas que comparte con los de PM, para los de PB el alto de la concha se presenta en forma de “abanico” en su
fase juvenil. Las asociaciones de morfotipos se realizaron con base en las caracteristicas oceanogréaficas de los
sitios. Se concluye que Mytilus californianus es una especie con una plasticidad fenotipica y fisiologica lo que le
permite su amplia distribucién en la costa occidental de Baja California, influenciada por el Sistema de la
Corriente de California y posiblemente morfotipos locales, adaptados a condiciones locales a lo largo de su
distribucién le confieran una mejor posibilidad de adaptaciéon a las condiciones del cambio global que se
presentan actualmente en el océano.
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2.1 Introduccion

El estudio del intermareal rocoso por lo general se enfoca a especies clave, como los mejillones del
género Mytilus, por ejemplo para el mas comun de la costa occidental de Baja California, Mytilus
californianus se ha estudiado la distribucion, abundancia, talla y reclutamiento en las costas de
California, E.U. (Blanchette y Ganes 2007), los gradientes espaciales en el potencial reproductivo
(Phillips, 2007) y de depredacion (Bayne, 2004), la disponibilidad de alimento y cambios latitudinales
de temperatura, (Helmuth et al., 2006). Asimismo se han llevado a cabo estudios de las proteinas de
choque térmico (Osovitz y Hoffman, 2005; Sagarin y Somero, 2006) y proxies del estado fisiolégico,
como la tasa de crecimiento (Yamahira y Conover, 2002), el tamafio del cuerpo (Roy y Martien, 2001),
ademas de micro habitats asociados a las camas de mejillon (Helmuth y Hoffman, 2001), y la
depredacién (Menge y Sutherland, 1987) por mencionar algunos.

Uno de los métodos utilizados por los ec6logos marinos dedicados al estudio de las zonas intermareales
in situ es el de trasplantes reciprocos de organismos de un sitio a otro. En cajas de trasplante los
organismos son sometidos a condiciones ambientales y oceanogréficas distintas a las de su sitio de
origen. Asi se puede evaluar la respuesta de los organismos a una condicion distinta a la de su hébitat
de origen (Menge et al., 1994). Con éste método Roesijadi et al. (1984), utilizaron como modelo el
mejillén chileno Mytilus chilensis para documentar la acumulacion de metales traza (Cu, Zn, Cd, Hg y
Ag) que incorporan los mejillones en el momento de su alimentacion. Los mejillones utilizados fueron
trasplantados reciprocamente entre las localidades Sequim Bay y Tacoma, Washington.

Con el mismo método Nasci et al. (2001) estudiaron marcadores bioquimicos e indices fisioldgicos
como indicadores de supervivencia en marea baja del mejillon Mytilus galloprovincialis, trasplantados
en cinco sitios contaminados de diferentes lagunas de Venecia y Pellestrina, en el Mar Adriatico.

Los estudios realizados por Helmuth et al. (2002, 2006) utilizaron “robomussels” (sustitutos de conchas
de mejillones que encierran un pequefio sensor incrustado en caucho de silicona que produce
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temperaturas corporales similares a las de mejillones vivos y registra los datos) para entender la
respuesta al estrés térmico en el intermareal. Sus estudios revelaron un fuerte gradiente de norte a sur
en la temperatura maxima y media de las zonas intermareales a la mitad de la Isla Tatoosh, Washington
y Alegria, California, EUA (~1620 kilometros de diferencia). EI maximo anual de temperaturas fueron
25.4 y 39.5°C respectivamente, y las temperaturas medias anuales fueron 9.9°C y 15.7°C. Finalmente
estos autores sugieren la posibilidad de que las variaciones de temperatura entre los sitios a lo largo del
amplio rango latitudinal pueden favorecer la adaptacion de condiciones locales y de estrés térmico de
Mytilus californianus (Helmuth et al., 2002, 2006).

En la costa de Oregon, EUA, Menge et al., (1994) evaluaron la tasa metabdlica de Mytilus
californianus y M. trossulus a lo largo de un gradiente de exposicién con distintas concentraciones de
fitoplancton y exposicion de oleaje, ademas de la variacién de la fuerza de interaccion entre la estrella
de mar Pisaster ochraceus y ambas especies de mejillones. Para lo anterior trasplantaron mejillones en
condiciones de oleaje y en una zona protegida. Los autores concluyeron que el crecimiento M.
californianus esta directamente relacionado con la disponibilidad de alimento (Clorofila-a).

En otro trabajo Dahlhoff y Menge (1996) examinaron la relacion entre la disponibilidad de alimento
cerca de la costa y el estado fisioldgico por medio de la relacion ARN/ADNA, donde sugieren que la
fisiologia del mejillon es muy pléstica en respuesta a las variaciones del medio ambiente.

El estudio de la zona costera de B.C. por parte del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas comenzo
en 1977 con trabajos sobre la ecologia del mejillon, en la zona intermareal de Eréndira, B.C. mediante
el proyecto titulado “Bivalvos de Baja California“. En este proyecto se realizaron estudios de la
circulacion costera, se determinaron los parametros ambientales de la zona, la composicion bioquimica
del agua y la biologia reproductiva del mejillon californiano entre otros aspectos. Posteriormente se
estudié la fijacion de larvas por medio de colectores artificiales, la composicion del plancton, la
biologia, ecologia y explotacion comercial de Mytilus californianus en la localidad de Eréndira

(Olguin-Espinoza, 1983, Chi y Garcia 1983, Salas y Oliva, 1983). También se han realizado estudios
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en la Bahia Todos Santos con experimentos sobre el cultivo (Cancino-Franklin, 1985) y fijacion de
Mitilidos sobre colectores artificiales (Curiel, 1999).

En el 2005 se retomé el estudio del intermareal rocoso asociado a las camas de choro en Baja
California, mediante el proyecto: Caracterizacion de las poblaciones de Mytilus californianus y
Pisaster ochraceus, especies estructuradoras de la comunidad del intermareal rocoso y que son
explotadas a lo largo de la costa de Baja California, en el cual se incluy6 una prospeccion inicial del
intermareal asociado a los bancos de mejillones y el monitoreos estacionales durante un afio a lo largo
de las localidades seleccionadas que incluyeron : Bajamar, Eréndira, Punta Baja, Ojitos, Krutsio, y
Esmeralda. El objetivo principal fue evaluar la abundancia y diversidad de especies en cada uno de los
sitios. Asimismo analizar el sistema de acoplamiento fisico-bioldgico que existe entre estas
comunidades intermareales y la region oceanica, ademas de cuantificar la tasa de reclutamiento y el
indice gonadal del mejillén Mytilus californianus y de organismos maviles (Pefia 2011, Canales, 2012).
En el presente trabajo nos hemos planteado las siguientes preguntas de investigacion para el estudio de
juveniles de Mytilus californianus:

i. ¢Cudl es la respuesta fisiolégica de mejillones juveniles de distinta procedencia
trasplantados en un sitio diferente al de su origen?
ii.  ¢Existe alguna diferencia asociada a las condiciones oceanogréaficas del sitio de origen
de los mejillones?
iii.  En las condiciones del trasplante, ¢Los mejillones estuvieron sujetos a una condicién de

estrés téermico que pudiera reflejarse en su crecimiento y respuesta fisioldgica?

2.2. Objetivo General

v Evaluar la respuesta de juveniles del mejillon Mytilus californianus trasplantados en un
escenario local (Intermareal Punta Morro) contrastante al de su sitio de origen, incluyendo
mejillones de 3 localidades distintas de la costa occidental de Baja California: Bajamar,

Eréndira y Punta Baja.
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2.2.1 Objetivos particulares

v' Evaluar el crecimiento de los mejillones nativos y con distinta procedencia,

trasplantados en el intermareal de Punta Morro.

v Contrastar la morfologia de los mejillones a lo largo del experimento, para conocer la

morfologia tipica de cada sitio.

v Analizar el estado fisiol6gico de los mejillones en condiciones iniciales del trasplante y

al final del experimento.

v Relacionar las condiciones oceanograficas de los sitios de estudio en términos de

clorofila y temperatura con la respuesta morfoldgica y fisioldgica de los mejillones.

2.3. Hipotesis

Se espera que la respuesta de los mejillones trasplantados, provenientes de BM, ERE y PB,
presenten una respuesta diferente a los mejillones nativos de PM. Lo anterior, ya que seran sometidos a
condiciones distintas a las de su origen. PM es el sitio que presenta las temperaturas y concentracion de
clorofila més altas en todo el afio con respecto al resto, sin tomar en cuenta los meses de surgencia.
Ademas se espera observar una respuesta latitudinal de norte a sur en las variables morfométricas,
relacionado con las condiciones ambientales de cada intermareal rocoso.

Por su parte, el estado fisiologico de los mejillones puede verse afectado al final del experimento en
sitios con distinta procedencia, disminuyendo el indice ARN/ADN, pues seran sometidos a condiciones

de temperatura mas elevadas, mientras que los de PM presentaran su condicion fisiologica basal.
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2.4 Materiales y Métodos

2.4.1. Recolecta de los organismos

La recolecta de los mejillones se llevé a cabo en marea baja (Tabla I1). En la zona media de
cada uno de los sitios intermareales se recolectaron de manera aleatoria aproximadamente 100
mejillones juveniles de la especie Mytilus californianus, con un intervalo de talla entre 15y 30 mm. Se
extrajeron de manera manual de las camas de mejillones y se tuvo un especial cuidado para no
recolectar mejillones de otra especie. Finalizado el muestreo se almacenaron en una hielera para ser
transportados al Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (ECODEL), de la Universidad
Auténoma de Baja California. Posterior a su llegada se trasladaron inmediatamente a contenedores de
plastico los cuales se colocaron en un estanque con agua de mar y flujo abierto. Los mejillones se
mantuvieron en contenedores individuales de acuerdo a su lugar de procedencia y permanecieron con
un flujo de agua de mar constante y aireacion a temperatura ambiente (18-19°C). Durante este periodo
fueron alimentados con una combinacion de Isochrysis galbana y Rhodomonas sp. 1:1 10L diarios, con
el objetivo de no generar estrés por falta de alimento. El trasplante de los organismos a PM se realizo el

17 de mayo del 2014.

Tabla I11. Datos de la colecta realizada en las 4 zonas intermareales. Se incluye dia, hora, coordenadas, temperatura y
oxigeno disuelto registrados de manera in situ en la superficie del agua al momento del muestreo.

Sitio Coordenadas Fecha Hora Temperatura Oxigeno

BM N 32°00'52.831" 23/04/14  11:30 14.1°C 8.35 mg/1
W 116° 52'36.482"

ERE N 31°19'15.782" 24/04/14  12:30 15.5°C 8.30 mg/1
W116°26'11.677"

PB N 29°56'56.817" 01/05/14 6:30 13.0°C 8.84 mg/1
W 115° 48'46.758"

PM N 31°52'05.363" 14/05/14 5:47 16.0°C 8.65 mg/1
W 116°39'49.032"
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2.4.2. Construccidn de cajas de trasplante

Para colocar los mejillones en el sitio de trasplante, monitorearlos y protegerlos de la
depredacion, se disefiaron cajas especiales. Estas se construyeron con el modelo propuesto por Menge
et al. (1994), con modificaciones de material de facil acceso y recomendaciones del técnico del
laboratorio Javier Garcia Pamanes (110-UABC). Se construyeron cuadros de cemento de 12x12 cm, y
se les colocé una malla de acero cuadriculada de 0.5 cm de luz de malla, con una altura de 7 cm de
manera que quedara embebida en el cemento. A la base del cemento se le incrust6 una fibra verde con
la finalidad de que los mejillones tuvieran una superficie donde pudieran secretar el biso y mantenerse
adheridos. En la parte central se les colocaron taquetes para su posterior fijado en las rocas del
intermareal. Para cerrar la caja, se les colocd una tapa de la misma malla unida con cinchos de plastico,
para que pudiera ser facil su apertura y sellado (Fig. 2.1). Para el registro de la temperatura, se
incluyeron dos termografos (Hobos©) en dos de las cajas experimentales que se ubicaron en los
extremos laterales de su distribucién en el intermareal. Los termdgrafos se fijaron a la caja de trasplante
con cinchos unidos al taquete de la tabla. Después de dos dias de secado del cemento, se procedio a
hacer el “curado” de las tablas, dejandolas por 5 dias, antes de colocarlas en el intermareal. Las tablas
permanecieron en el mismo estanque donde se mantuvieron a los mejillones, previo a su colocacion en

las mismas.

Figura 2.1. Cajas de trasplante listas para la fijacion de los mejillones. Cada caja esta marcada con un cincho de color que
le indica la procedencia de los mejillones, blanca (PM), azul (BM), amarillo (PB) y negro (ERE).
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2.4.3. Diserio del experimento

Los mejillones recolectados de los sitios BM, ERE y PB, se consideraron como
“trasplantados”, ya que fueron los que se extrajeron de su sitio de origen, mientras que los mejillones
de PM, se les denomin0 “nativos” ya que permanecieron en el mismo intermareal donde se llevo a cabo
el trasplante, por esta misma razon fueron considerados como control. Para cada sitio se realizaron 3
réplicas (3 cajas), con 80 mejillones juveniles cada una. Las 12 cajas fueron fijadas en el intermareal y
4 extras se mantuvieron de reserva en el estanque de los mejillones. A partir de la colocacion de las

tablas en el intermareal de PM el experimento tuvo una duracién de 3 meses.

2.4.4. Biometria de los mejillones

Se realiz6 una seleccidon de 80 mejillones de tallas similares, con el objetivo de disminuir la
variacion inicial entre cada uno de los sitios de recolecta. Se realizaron histogramas de frecuencia para
verificar la variacion inicial y que ésta no fuera significativa entre cada sitio. Los mejillones que se
colocaron en las cajas se encontraron en un intervalo de 15-21 mm del largo de la concha (Fig. 2.2).
Los parametros biométricos de los mejillones incluidos para el estudio fueron: largo total (Lt), ancho
(An) y alto (Al) de la concha en escala de milimetros (mm) medidos mediante un vernier digital Truper®
con una precision de 0.01mm. Las variables de peso se obtuvieron con una balanza analitica de 0.001
gr de precision. En fresco se obtuvo el peso humedo total (Pht) y peso himedo de la carne (Phcr); el
peso seco total (Pst) incluyé el peso seco de la carne del mejillon y de la concha. Sin embargo también
se considerd el peso seco de la concha por separado (Psch). Todos los parametros de peso se reportan
en gramos (g).

En total se midieron y pesaron 960 mejillones, 240 por cada sitio. EI peso seco al inicio del
experimento, se obtuvo con mejillones del muestreo inicial, ya que se requirié la diseccion del

organismo.
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Figura 2.2. Pardmetros biométricos obtenidos de la concha de los mejillones juveniles, largo, ancho y alto (izquierda). Se
muestran 80 mejillones que fueron colocados en una de las cajas de trasplante, previamente medidos y pesados.

Durante el periodo experimental, se realizaron muestreos mensuales en marea baja, donde se extrajeron
5 mejillones de cada una de las cajas de trasplante. Posteriormente se guardaron en bolsas etiquetadas
correspondientes al sitio de origen y se trasladaron al laboratorio ECODEL, posteriormente fueron
medidos a lo largo, ancho y alto de la concha, y pesados en himedo en la balanza. Finalmente, para el
peso seco, se efectud la diseccion de los mejillones para ser introducidos a la estufa a una temperatura
de 60°C donde permanecieron por 48 horas. Transcurrido el tiempo en la estufa se pesaron con la

balanza analitica.

2.4.5. Trasplante en el intermareal Punta Morro

Un dia antes del trasplante, se colocaron los mejillones en su respectiva tabla. Cuando
secretaron el biso se devolvieron al estanque donde permanecieron hasta el dia siguiente para ser
trasplantados (Fig. 2.3). La colocacion de las tablas se llevo a cabo el 17 de mayo del 2014 durante una
marea baja de 32 cm (5:49 a.m), en el intermareal de PM. En una zona de oleaje semi-expuesto se
fijaron al sustrato rocoso, con tornillos de acero inoxidable de 10 cm los orificios en la roca se hicieron

con un taladro con punta de diamante. La colocacion de las tablas fue de manera aleatoria, no obstante
25 |



@ Materiales y Métodos

se procurd que todas quedaran a la misma altura de la zona media del intermareal en forma paralela a la
costa y con una distancia aproximadamente de 50 cm entre cada una de ellas. Los termografos se
colocaron en las 2 tablas que quedaron ubicadas en los extremos de su distribucion (Fig. 2.4). Una vez
que las tablas fueron colocadas se cerraron con cinchos de pléstico para evitar la pérdida de los
mejillones por depredacion y oleaje intenso. Asimismo se registro la temperatura del agua cuando la

marea subid y cubrio en su totalidad las tablas, al igual que la TSM y el OD.

Figura 2.3. Tablas de trasplante con los mejillones fijados en el laboratorio, un dia antes de la colocacién de las tablas en el
intermareal de Punta Morro.

Figura 2.4. Colocacion de tablas de trasplante en el intermareal Punta Morro. De izquierda a derecha, perforacion de las
rocas del intermareal mediante un taladro de gasolina, fijacién al sustrato y arreglo final de las cajas en el intermareal.
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2.4.6. Parametros registrados en el intermareal (TSM, OD y pH)

Durante los 3 meses del experimento, se realizo un registro diario de la temperatura superficial
del agua de mar (TSM) asi como del oxigeno disuelto (OD) por medio de un oximetro marca YSI®. El
calculo del porcentaje de saturacion del oxigeno se realizé por medio de un calculador en linea.

(www.hbuehrer.ch/Rechner/O2satur.html, para lo que se utilizaron los valores de temperatura y OD

registrados in situ. La medicién de pH se realiz6 con un potenciémetro marca HORIBA®. Las
mediciones se llevaron a cabo diariamente a las 12:00 hrs. La toma de la muestra de agua fue cercana a
las cajas de trasplante. Para el pH la muestra de agua del mismo sitio fue transportada al laboratorio
ECODEL para llevar a cabo su medicion junto con la temperatura del agua nuevamente. El
potenciometro se calibré con amortiguadores de 4, 7 y 10 de pH. Las mediciones se realizaron en

escala NBS y a los valores obtenidos se ajustaron con una substraccion de 0.13 unidades.

2.4.7. Datos satelitales de la TSM y concentracion de Clorofila-a

Para poder conocer la variacion de TSM y la concentracion de clorofila a [Clor-a] de los 4 sitios
de procedencia de los mejillones por un periodo de 10 afios (2003-2013) y durante la recolecta y
periodo experimental (abril-agosto), se utiliz6 la base de datos satelitales del sensor MODIS-aqua, con
una resolucion nominal de 4 km de distancia de la costa y con una temporalidad mensual. Se
seleccionaron los pixeles correspondientes a las coordenadas de los sitios de muestreo y se
promediaron los tres pixeles mas préximos a la costa que cruza cada uno de los sitios con el fin de
obtener datos entre 80 y 95% validos. Las imagenes satelitales se graficaron con los valores promedio

de temperatura y [Clor-a] obtenidos de la pagina web de la NASA (http://gdatal.sci.gsfc.nasa.gov/)

para los sitios de interés durante el periodo en el que se llevd a cabo el trasplante en PM.
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2.4.8 Extraccion de acidos nucleicos

Se calculé el indice ARN/ADN al inicio y al final del experimento, para poder analizar la
respuesta fisioldgica de los mejillones antes de ser trasplantados y la respuesta al finalizar los 3 meses
del experimento. Se eligieron al azar 9 mejillones por cada sitio, adicionales a los incluidos en los 80
mejillones que se fijaron en las tablas, para llevar a cabo las extracciones al inicio del periodo
experimental. Para la etapa final, en el Gltimo muestreo se extrajeron 3 mejillones extra de cada una de
las cajas de trasplante. En total se realizaron 72 extracciones, 36 para la etapa inicial y 36 para la etapa

final del experimento.

2.4.9. Analisis estadistico
2.4.9.1 Biometria
Se realizo el célculo del promedio, desviacidn estandar, valores maximos y minimos para cada
variable en el mes inicial del trasplante (mayo) donde se incluy6 el nimero total de mejillones por sitio.
La comparacion mensual (mayo, junio, julio y agosto) de los parametros biométricos se realiz6 con un
analisis de varianza de una via, previa verificacion de la Normalidad de los datos (prueba g-q).
Consecutivamente se realizaron pruebas de homogeneidad de varianza con la prueba de Fisher. En los
casos donde no se cumplié con la Normalidad de los datos o las varianzas no fueron iguales, se
procedid a realizar un andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis (KW). La hipétesis estadistica bajo la
cual se trabajd en los analisis de varianza para cada parametro fue:
Ho= BM=ERE=PB=PM
Ha= 4/ menos una es #
En los casos donde la hipdtesis nula (Ho) fue rechazada y se aceptd que al menos un sitio se estaba
presentando diferencias estadisticas, se realizd una prueba a posteriori, en analisis paramétricos se usé

la prueba Tuckey para varianzas iguales, y en el caso de las pruebas no paramétricas la prueba a
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posteriori de Wilcoxon. Todas los anélisis fueron realizados con un 95% de confianza estadistica
(0=0.05). El procesamiento estadistico de los datos se llevé a cabo con la ayuda de los programas

Excel, Minitab y Sigmaplot.

2.4.9.2 Andlisis de regresion lineal

Con la finalidad de conocer si las variables de respuesta de los mejillones durante el
experimento presentaron un cambio positivo 0 negativo durante los cuatro meses del experimento, se
efectud una regresion lineal para cada uno de los parametros estudiados vs el tiempo. Se compararon
las pendientes (3) obtenidas por medio de una ANOVA, previo al cumplimiento de los requisitos de la
prueba, para conocer si las 3 de los mejillones trasplantados y nativos eran estadisticamente distintas
entré si y poder inferir en que parametro los mejillones invierten una mayor gasto energético. Al mismo

tiempo sugerir cual les supone un cambio mas marcado en su morfologia.

2.4.9.3Relaciones biométricas

Las relaciones biométricas de los mejillones con distinta procedencia, se calcularon por medio
del modelo de crecimiento doblemente logaritmico potencial (ecuacion 1). Se ha documentado que se
ajusta para organismos donde la proporcidn entre el incremento de las estructuras de diferente tamafio
crece de manera constante, es decir se puede inferir el tipo de crecimiento, isométrico o alométrico y si

es positivo o negativo (Sokal y Rohlf, 1995).

Ecuacion 1 Transformacion Modelo linealizado

Y = XB Z=LogY+ W =Log X LogY = Log < +  LogX
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Para poder inferir sobre el grado de alometria e isometria, se usé una prueba “t” para la comparacion de
coeficientes de regresion o también conocida como “pendiente” (). Cuando ésta es =1 se considera
una relacion isométrica y cuando (<1 existe alometria negativa, es decir la variable dependiente crece
maés despacio que la estructura de referencia y cuando 3>1 es alometria positiva, lo que indica que la
variable dependiente crece mas deprisa que la estructura de referencia (Sokal y Rohlf, 1981). Si se
consideran pardmetros con la misma magnitud, Any Al se colocaron en el eje y como variables de
respuesta, mientras que Lt en el eje x. Sin embargo si se trabaja con variables de diferente magnitud

(mm vs g), se deben esperar valores de =3 (Hickman 1979).

2.4.9.4Relacion ARN:ADN

El analisis estadistico incluyd la comparacion del estado inicial y final de la relacion
ARN/ADN. Ademas de cada acido nucleico (ADN y ARN) presente en los tejidos, para los mejillones

trasplantados y nativos, se utilizé el mismo método de comparacion usado en las variables biométricas.

2.4.9.5 Analisis de componentes principales (ACP)

Finalmente se realiz6 un analisis de componentes principales con todas las variables obtenidas
en el experimento: biométricas, moleculares, OD, TSM, [Clor-a] y pH, para poder correlacionarlas, y
ver si existio una relacion negativa o positiva. EI ACP se realiz6 de forma individual para los
mejillones por sitio, lo que permitié dar un enfoque mas amplio de como los pardmetros fisicoquimicos

pueden estar relacionados con los biométricos y/o moleculares.
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2.5 Resultados

2.5.1 Biometria

La distribucion de tallas fue similar para todos los sitios al inicio del experimento, el valor mas

frecuente para los cuatro sitios estuvo entre 19 y 20.5 mm (Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Distribucién de frecuencias del largo inicial de la concha de los mejillones juveniles de Mytilus californianus
antes de ser trasplantados en azul BM, negro ERE, amarillo PB y gris PM.
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El promedio, desviacion estandar, valores maximos y minimos de los mejillones en la etapa inicial del

experimento se muestran en la Tabla VII. El valor mayor del Al y Pht lo tuvieron los mejillones de PB,

los de ERE los valores de concha méas pesada y los de PM el Phcrn més elevado.

Tabla IV. Parametros biométricos en la etapa inicial del experimento para los juveniles de Mytilus californianus.

Desviacion

Pardmetro Procedencia N Promedio Estdndar Mdximo Minimo
BM 240 18.52 1.68 21.94 15.11
Largo PM 240 18.78 1.67 21.92 15.02
L (mm) ERE 240 18.56 1.61 21.78 15.05
PB 240 18.70 1.59 21.87 15.13
BM 240 9.44 0.91 11.86 7.22
Alto PM 240 9.95 1.04 13.95 449
Al (mm) ERE 240 9.89 0.85 12.51 8.12
PB 240 10.54 1.11 13.23 6.91
BM 240 7.67 0.84 10.45 5.80
Ancho PM 240 7.80 0.87 10.09 5.53
An (mm) ERE 240 7.98 0.74 9.99 6.05
PB 240 7.05 0.72 9.03 5.62
BM 240 0.910 0.246 1.510 0.234
P es"tzfaTed" PM 240 0.900 0.244 1.503 0.362
Pht (gr) ERE 240 0.940 0.220 1.510 0.480
PB 240 0.790 0.213 1.454 0.397
BM 30 0.112 0.052 0.195 0.051
Peso hiimedo PM 30 0.151 0.057 0.294 0.056
ph(;(r]-;nggr) ERE 30 0.142 0.055 0.235 0.066
PB 30 0.129 0.049 0.218 0.052
BM 30 0.468 0.192 0.876 0.253
Peigtfﬁw PM 30 0.463 0.144 0.711 0.262
Pst (gr) ERE 30 0.524 0.153 0.823 0.301
PB 30 0.415 0.142 0.717 0.250
BM 30 0.452 0.188 0.850 0.234
Peso seco PM 30 0.428 0.160 0.672 0.250

concha

Psch (gr) ERE 30 0.499 0.148 0.784 0.285
PB 30 0.440 0.136 0.685 0.237
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En la prueba de Normalidad g-q, el 96% de los datos se ajustaron a una distribucién normal, de los
cuales el 58% cumplié con homogeneidad de varianzas. En las figuras donde se grafico el promedio y
la desviacion estandar para cada uno de los parametros, se incluye la significancia de las pruebas a
En la comparacion del largo total de la concha, para los meses de mayo, junio y agosto, no se

posteriori por medio de asteriscos (p>0.1*, p>0.01**, p>0.001**%*).

los mejillones de ERE presentaron

6n de julio, donde

observaron diferencias significativas, con excepci

un aumento significativo, (KW, p<0.05, Fig. 2.6). En el anexo 3.1 se pueden consultar con mas detalle
los resultados de las pruebas para cada parametro. La tasa de crecimiento mensual para los mejillones
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trasplantados (BM, ERE, PB) y nativos (PM). Durante el experimento, sélo se observé en julio un aumento significativo

Figura 2.6. Promedio y desviacion estandar del Largo (mm) de la concha de los mejillones juveniles de M. californianus,
para los mejillones de ERE, en comparacién con el resto de los sitios.
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El alto de la concha mostrd diferencias significativas entre los mejillones de distinta procedencia en
todos los meses de duracion del experimento. En mayo, los mejillones procedentes de BM presentaron
un menor crecimiento del alto, mientras que los de PB un aumento mayor, en comparacion con el resto,
y los mejillones de ERE y PM mostraron un alto igual de su concha (KW, p<0.05). En junio el alto de
la concha exhibi6é nuevamente diferencias significativas (p<0.001) para BM y PB con el mismo patron
anterior. En julio el menor alto de la concha lo presentaron los mejillones de BM (ANOVA, p<0.01) y
el resto no presentaron diferencias significativas. En agosto los mejillones de BM nuevamente
presentaron un menor alto de la concha y los de PB el mayor alto, éstas diferencias fueron

significativas (ANOVA, p<0.01, Fig. 2.7) el resto tuvieron un alto de la concha igual.
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Figura 2.7. Promedio y desviacién estandar del Alto (mm) de la concha de los mejillones juveniles, trasplantados (BM,
ERE, PB) y nativos (PM). En mayo, junio y agosto los mejillones de BM y PB presentaron diferencias significativas en el
aumento de la concha, BM mantuvo el alto menor y PB el mayor. En julio y agosto los mejillones de BM tuvieron
diferencia significativa con un valor menor del alto de la concha. En Agosto los mejillones de PB, presentan el alto de la
concha mayor.
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El ancho de la concha mostrd diferencias significativas en mayo para los mejillones ERE con el valor
mayor y PB con el menor, (KW, p <0.001). En junio sélo los mejillones de PB mostraron diferencia
significativa (ANOVA, p<0.02) ya que mantuvieron el menor ancho de la concha. Para julio los
mejillones de ERE aumentaron significativamente, mientras que los de PB permanecieron con el menor
ancho, y diferente al resto (ANOVA, p<0.01). En agosto solo los mejillones de ERE presentaron
diferencias significativas en comparacion con el resto (ANOVA, p<0.03). Los mejillones de PB

igualaron en el crecimiento del alto a los de BM y PM (Fig. 2.8).

10.0 1 I Bajamar

Eréndira
9.5 4/ BN Punta Baja
By Punta Morro

*% **

*
*
*

Ancho (mm)
00
U1

%

O
%
:

AMMIIIIIIIIIIbhi s

2
é
7
%
%
%
%
%
%
Z
7

7

Z

%
1
%

o

é
N

Mayo Junio Agosto

Figura 2.8. Promedio y desviacion estandar de Ancho (mm) de la concha de los mejillones juveniles, trasplantados (BM,
ERE, PB) y nativos (PM). Se puede observar que en mayo los mejillones de ERE y PB son estadisticamente diferentes. En
junio los mejillones de PB, y en julio y agosto los de ERE y PB.
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El peso humedo total (Pht) de los mejillones tuvo diferencias significativas (KW, p<0.001) en mayo

para los organismos provenientes de PB, los cuales mostraron un peso menor en comparacion con el
resto. En junio no existieron diferencias significativas, sin embargo en julio ERE mostré un aumento

significativo (KW, p<0.05). Finalmente en agosto los pesos fueron estadisticamente iguales (Fig. 2.9)
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Figura 2.9. Promedio y desviacion estandar del Peso himedo total (gr) de los mejillones juveniles, trasplantados (BM,
ERE, PB) y nativos (PM). Se observé en mayo que los mejillones de PB tienen un menor peso, y es significativo en
comparacion con el resto. En junio no se observan diferencias, y para agosto los mejillones de ERE presentan un peso
mayor y significativo, mientras que el resto permanecen iguales.
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El peso humedo de la carne (Phc) de los mejillones de BM mostr6 para mayo el menor valor en
comparacion con el resto de los mejillones, y este valor resultd estadisticamente significativo (KW,
p<0.01), en junio no hubo diferencias significativas. No obstante en julio se observéd que el aumento de
peso en los mejillones de ERE fue muy significativo (ANOVA, p<0.001). Sin embargo en la
comparacion de pesos para el mes de agosto los mejillones de ERE presentaron el peso mas bajo, el

cual igualmente resulté significativo en relacion con el resto de los sitios (ANOVA, p<0.01, Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Promedio y desviacion estandar del peso himedo de la carne (g) de los mejillones juveniles, trasplantados
(BM, ERE, PB) y nativos (PM). En mayo los mejillones de BM presentaron el menor peso y significativo en comparacion
con el resto. Para junio no se presentaron diferencias significativas. Mientras que en julio el aumento de peso para los
mejillones de ERE fue significativo y en agosto su disminuyeron.
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El peso seco total (Pst) al inicio del experimento fue estadisticamente igual. En junio el peso méas bajo
lo presentaron los mejillones de PB y fue significativo en relacion con el resto (ANOVA, p<0.01), y

también en julio (KW, p<0.001). Para agosto no hubo diferencias en el peso seco total (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Promedio y desviacién estandar del peso seco total (g) de los mejillones juveniles, trasplantados (BM, ERE,
PB) y nativos (PM). En mayo no se presentaron diferencias, y para junio los mejillones de PB mostraron un aumento menor
de peso seco y significativo. En julio los mejillones de ERE y PB presentaron el mayor y menor aumento, ambos
significativos y en agosto no hubo diferencias.
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El peso seco de la concha (Psch) mostrd diferencias significativas en mayo para los mejillones
provenientes de PB (ANOVA, p<0.01). Para el mismo sito en junio y julio los mejillones de ERE
presentaron el mayor aumento en peso de la concha y los de PB el méas bajo (ANOVA, p<0.05). En

agosto no se observaron diferencias significativas (Fig. 2.12).
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Figura 2.12. Promedio y desviacion estandar del peso seco de la concha (gr) de los mejillones juveniles, trasplantados
(BM, ERE, PB) y nativos (PM). En mayo los mejillones de PB presentaron el peso mas bajo con una diferencia
significativa, ésta misma respuesta se observé para los meses de junio y julio, en éste Ultimo mes los mejillones de ERE
presentaron el aumento mayor y significativo. Para agosto todos los pesos fueron iguales.
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El largo total de la concha fue el parametro biométrico méas representativo para explicar el crecimiento
de los organismos. Constituyé para la morfologia de la concha el 54% de crecimiento, mientras el alto
el 30% y el ancho un 16% para los mejillones trasplantados de BM y ERE. Para los ejemplares de PB,
el largo representd un 55%, el alto 27% y el ancho 18%. En el caso de los mejillones nativos un 57% el

largo, 30% el de alto y 13 % el ancho.

El largo de la concha fue la variable en la que se obtuvo el mayor aumento, seguido del alto y después
el ancho. Los mejillones nativos de PM presentaron el mayor aumento en L y Al de la concha con 5.33
y 2.85 mm respectivamente, éste ultimo mostrd diferencias significativas (KW, p<0.05). La concha de
los mejillones de PB tuvieron el mayor aumento a lo ancho y fue de 1.71 mm. Los mejillones de BM
mostraron los valores menores en Al y L, (2.4 y 4.39 mm). Sin embargo los mejillones de PM tuvieron

el menor An con un valor de 1.23 mm (Fig. 2.13).
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Figura 2.13. Promedio y desviacion estandar del aumento total de los parametros morfométricos de la concha, L, An y Al.
Los mejillones de PM presentaron los valores mayores en L y An, mientras que los de PB el mayor Al. Los de BM
presentaron los valores mas bajos para L y An'y PM en Al.

40



@ Resultados

Los mejillones juveniles de PB exhibieron el mayor ancho, mientras que los mejillones de PM y ERE
tuvieron un alto similar y destacando el de PM en una forma piramidal y un alto similar a los de PB.
Los mejillones de BM presentan una concha estrecha en comparacion con los de ERE y PM. Los
mejillones de ERE y PB presentan una cresta en la union de las valvas, caracteristica que también se

puede observar en organismos adultos (Fig. 2.14).
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Figura 2.14 Diferentes morfotipos del mejillon Mytilus californianus, en etapa adulta y juvenil.

41



@ Resultados

El promedio de la ganancia total de peso seco total (Pst) y de la concha (Psch) fue mayor para los

mejillones de PM (0.519 y 0.575 g respectivamente). Los de ERE exhibieron los valores méas bajos
(0.386 y 0.346 g) y para las variables de Pst y Psch la diferencia fue significativa (W p<0.05). En el
caso del peso humedo de la carne (Phcrn) los mejillones de PM, PB y BM mostraron valores muy
similares (0.220, 0.206 y 0.212 g) por lo que no se presentaron diferencias significativas. El valor mas
bajo fue para los de ERE con 0.159 g. EI mayor peso himedo total se registré para PM con 0.682 g,
seguido de PB con 0.678 g, y los mas bajos de BM y ERE con 0.531 y 0.543g respectivamente, donde

BM es estadisticamente distinto. (Fig. 2.15).
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Figura 2.15. Promedio y desviacién estdndar de la ganancia total de de peso seco y hiumedo para los mejillones
trasplantados y nativos. Los mejillones nativos de PM, presentan los valores mayores para todas las variables, seguido de
PB, con excepcion del Psch. Los mejillones de ERE presentan los valores més bajos en Psch, Pst,y Phcrn.
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2.5.2. Andlisis de regresion lineal

Las pendientes o coeficientes de regresion () obtenidas para los mejillones de BM presentaron

los valores méas bajos en todos los parametros con excepcion del Psch y Phcr. Los valores mayores

fueron para los de PM en el L, An, Pst y Psch. En la Tabla V, se muestran los valores de las

calculadas para cada una de las variables, los cuales resultaron estadisticamente igual (ANOVA,

p>0.05). Las ecuaciones completas de donde proviene el valor de B, puede consultarse en anexo 3.2a

para las variables morfoldgicas de la concha y en el anexo 3.2b para las variables de peso, asi como el

ajuste que tiene cada ecuacion al modelo de la regresion lineal (R?).

Tabla .V. Comparacién de pendientes (3) obtenidas mediante una regresién lineal del aumento del parametro

estudiado vs la duracién del estudio, los asteriscos muestran qué pendiente son diferentes p<0.05.

Sitio L
Bajamar 1.44
Eréndira 1.76

Punta Baja 1.76
Punta Morro 1.81

Al
0.83
0.96
0.84
1.05

An
0.39
0.48
0.55
0.44

p
Pst

0.14
0.14
0.16
0.18

Psch
0.14
0.13
0.15
0.17

Pht
0.17
0.23
0.22
0.22

Phcr
0.06
0.06
0.06
0.06

Para cada caso en particular se analizaron graficamente las pendientes anteriormente descritas, (Fig.

2.16). En esta figura se agrupan en las graficas de la izquierda las variables de talla (mm) y las

variables peso a la derecha.
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Figura 2.16. Pendientes de los parametros morfométricos Largo (L), Ancho (An), Alto (Al) y Peso seco total (Pst), de la
concha (Psch), himedo total (Pht) y de carne (Phcr), de BM (azules), ERE (rojos), PB (amarillos) y nativos (PM, morados).
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2.5.3 Relaciones biométricas.

En la comparacion del Lt vs An y Al, se trabajo con la hipotesis Ho 3=1, Ha=p#1. Se obtuvieron las
ecuaciones de regresion, ajustada al modelo potencial para cada uno de los pardmetros morfométricos,
ademas de las curvas de crecimiento para los mejillones de cada sitio (Fig. 2.17). Consecutivamente se
realizé una prueba de t para probar la hipétesis planteada. Se obtuvo un coeficiente de regresion
f=1.05 R2 = 0.77 para los mejillones de BM, lo que indica un crecimiento alométrico +, es decir el
alto de la concha crece mas rapido que el largo y el ancho, éste Gltimo (An) presenté una 3=0.67 con
un Rz = 0.47, lo que indica que un 53% de los datos totales no se ajustaron a éste modelo. El resto de
los mejillones mostraron un crecimiento alométrico -, con respecto al largo de su concha, lo que indica
que el largo es el perfil de la concha que crece mas rapido, mientras que el ancho y el alto lo hacen mas
lento, sin embargo se obtuvieron coeficientes de correlacion muy bajos para éste analisis. En la Tabla

VI se muestran los resultados en detalle.

Tabla VI. Coeficientes del modelo de crecimiento potencial para los mejillones trasplantados y nativos, donde R2 es el
coeficiente de correlacion que indica el porcentaje de datos que se ajustan al modelo, o es la constante de regresion, B
coeficiente de regresion (pendiente).

Sitio Parametro R2? Loga B n tcalculada crl'ttica P Crecimiento
Bajamar 0.77 0.431 1.05 53 13.29 2.005 P>0.00  Alométrico +**
Eréndira 0.86 0.615 0.95 61 20.04 1.99 P>0.00  Alométrico -***

Punta Baja Alto 0.86 0.649 0.94 60 18.92 2 P>0.00  Alométrico -***
Punta Morro 0.73 0.638 0.94 51 11.67 2.007 P>0.00  Alométrico -***
Bajamar 0.47  1.069 0.67 53 6.79 2.005 P>0.01  Alométrico -***
Eréndira Ancho 0.78  0.723 081 61 14.73 1.99 P>0.00  Alométrico -***
Punta Baja 069 0674 080 60 11.38 2 P>0.00  Alométrico -***
Punta Morro 0.60  0.666 083 51 8.63 2.007 P>0.00  Alométrico -***

B=1 isométrico*, B>1 alométrico positivo** y B<1 alométrico negativo***->prueba t Hipotesis Hop=1, Ha=p+#1
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Figura 2.17 Relaciones biométricas ajustadas al modelo potencial, para los mejillones trasplantados, BM (azul), ERE
(gris), PB (naranja) y los nativos de PM (morado). Del lado derecho de la figura se puede observar el coeficiente de
regresion B, y el coeficiente de correlacion R2, que corresponde a los parametros evaluados Lt vs An 'y Lt vs Al. Donde B=1
isométrico*, 3>1 alométrico positivo** y B<1 alométrico negativo***,
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2.5.4 Relacion ARN: ADN

Los valores del indice que obtuvimos en la etapa inicial y final para los mejillones de BM
fueron, 0.18+0.01-0.20+0.02, ERE 0.23+0.02-0.20+0.02, PB 0.24+0.05-0.17+£0.03 y PM 0.22+0.03-
0.15+0.02 respectivamente. En la etapa inicial y final, no se encontraron diferencias significativas entre
los mejillones trasplantados y nativos, (ANOVA, p=0.104, p=0.329, respectivamente). No obstante
pudo observarse que al inicio los valores del indice fueron mas elevados que los de la etapa final a
pesar de que solo se encontrd diferencia significativa para los mejillones de PB (ANOVA, p=0.018).
Solo se present6 un incremento del indice en la etapa final para los mejillones de BM, aunque no fue

significativo (Fig. 2.18).
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Figura 2.18. indice ARN/ADN en etapa inicial y final del experimento para los mejillones trasplantados y nativos. En la
figura se observa el promedio * desviacién estandar. S6lo se observaron diferencias en las etapas para los mejillones de PB,
mientras que en la comparacion por sitios en ambas etapas fueron iguales. Sin embargo se observa el aumento del indice en
la etapa final para los mejillones de BM y un descenso para el resto.

47



h Resultados

Cuando se evalu6 solamente el ADN no se encontraron diferencias significativas en la etapa inicial y
final del experimento entre los mejillones trasplantados (BM, ERE y PB) y nativos (PM) (ANOVA,
p=0.322, p=0.344). Sin embargo el contraste del ADN en el tejido de mejillones del mismo sitio al
inicio y al final del experimento si fue diferente significativamente para los cuatro sitios (ANOVA,
p=0.001). Los mejillones de PB exhibieron los valores méas bajos para la etapa final. En ambas etapas
puede notarse que los valores de ADN se mantienen constantes y similares para los mejillones de los 4
sitios. Los valores de ADN para la etapa inicial oscilaron entre 5.16x0.7 (PM) y 6.64+2.5 pg/mg (PB)

y para la etapa final 2.90+0.2 (PB) y 3.55+0.9ug/mg (Fig. 2.19).
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Figura 2.19. ADN presente en el tejido de los mejillones trasplantados y nativos. En la figura se observa el promedio +
desviacion estandar. No se observaron diferencias en la comparacion de los 4 sitios en ambas etapas, sin embargo en el
contraste individual la disminucion ADN en la etapa final es significativa en todos los casos (p<0.001). Ademas se observa
gue se mantiene en las mismas proporciones en cada una de las etapas para los mejillones de los 4 sitios.
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Para el caso del ARN, los mejillones provenientes de PB presentaron una diferencia significativa
(ANOVA, p=0.004) en comparacion con el resto, ademas de mostrar el valor inicial mas alto. En la
etapa final los mejillones de ERE y BM exhibieron una mayor cantidad de ARN. Mientras que los de
PB y PM una menor, ésta diferencia fue significativa (ANOVA, p<0.001). Cuando se compararon los
valores de ARN para la etapa inicial en relacién con la etapa final para cada sitio, se encontrd que estos
fueron todos significativamente diferentes (prueba t, p<0.001). Los mejillones de PB presentaron la
disminucion mas abrupta del ARN en tejido (1.5£0.2 a 0.49 pg/mg), seguidos de ERE (1.23+0.21 a
0.69+0.03 (1.5+0.2 a 0.49 pg/mg)) y PM (1.10+0.11 a 0.53+0.06 pg/mg), ya que BM presentd la

menor disminucion de 1.04+0.12 a 0.72+ 0.21 pg/mg (Fig. 2.20).
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Figura 2.20. ARN presente en el tejido de los mejillones trasplantados y nativos. En la figura se observa el promedio
desviacion estandar. La comparacion de los 4 sitios para la etapa inicial, PB presentd la mayor cantidad de ARN en tejido
(p=0.004), y en la etapa final BM y ERE tuvieron los valores mas altos, mientras que PB y PM los més bajos (p=<0.001).
En el contraste por etapas la disminucion de ARN en la etapa final es significativa en todos los casos (p<0.001). Para el
caso de PB, los mejillones presentaron la disminucién més abrupta.
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2.5.5 Temperatura superficial del Mar (TSM)
El promedio mensual de la TSM para los sitios de muestreo durante el periodo 2003-2013 fluctud entre
los 14 y 24°C. Las temperaturas mas elevadas se observan en PM de julio a septiembre (22, 23 y
22.4°C) y en ERE la temperatura méas baja para los meses de marzo, abril y mayo (14.1, 145y 15.6
°C), los cuales corresponden a la temporada de surgencias en la zona (Fig. 2.21). La serie de tiempo

detallada para cada afio puede consultarse en anexo 3.4a.
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Figura 2.21. Promedio mensual de la TSM (2003-2013), el sitio PM presenta las temperaturas mas altas, seguido de BM y

PM, mientras que ERE, tiene las temperaturas mas bajas, particularmente en los meses donde se presentan surgencias en la
zona, marzo y abril.

El promedio de la concentracion de clorofila-a de los sitios oscil6 entre 1.22 y 10.64 mg/m3, el valor mas
elevado se observo en ERE durante marzo. El resto del afio la concentracién mas elevada se ubico en
PM, con excepcion de febrero y noviembre. BM cuenta con los valores méas bajos para todos los meses

(Fig. 2.22) En el anexo 3.4b, se puede observar la serie de tiempo detallada para cada afio.
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Figura 2.22. Promedio de la variacion mensual de la [Clor-a], durante el periodo 2003 -2013. ERE presenta el valor
promedio mas elevado para marzo con (10.64 mg/m3), con excepcion de este mes, PM presento los valores mas elevados y
los valores mas bajos en BM (1.22 mg/m3).
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El promedio de los valores minimos y méaximos de la TSM, obtenida para los meses del estudio oscild
entre los 14.2 y 22.1°C respectivamente. Los valores promedio de temperatura para PM fueron los mas
elevados durante todo el experimento. El resto de los sitios presentaron valores mas bajos, en abiril,
BM, ERE y PB mostraron una temperatura promedio de 14°C, considerada temperatura de surgencia, y
PM se mantuvo con 16.9°C. (Fig. 2.23). Los datos de temperatura se complementan con imagenes
satelitales donde se observa la zona de estudio que incluye los 4 sitios y el cambio de temperatura

mensual cercano a la costa (Fig. 2.24).
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Figura 2.23. Promedio mensual de la TSM durante los meses del estudio para los cuatro sitios de procedencia de los
mejillones trasplantados y nativos. El sitio PM present6 las temperaturas més altas durante todo el experimento, seguido de
BM. PB y ERE mostraron las temperaturas mas bajas. En los meses donde se presentan surgencias en la zona BM, ERE y
PB presentaron temperaturas que oscilaron en los 14°C.
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Figura 2.24. Imagenes satelitales de la temperatura promedio de la zona oceénica y costera de los 4 sitios de procedencia de
los mejillones, BM, PM, ERE y PB. Durante el muestreo realizado en abril y los meses del experimento mayo-agosto 2014.
Se puede observar claramente el incremento de temperatura en la zona oceanica, mientras que en la costera permanece la
temperatura mas baja.
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Los valores de la temperatura maxima y minima registrada diariamente por medio de los termdgrafos
en el intermareal de PM fluctuaron entre 15.9 y 25.8°C. En el mes de junio se registro la temperatura
mas baja, y en julio la méas elevada. Para agosto se registraron temperaturas promedio de 23°C (Fig.
2.25). Se observo una tendencia de aumento de temperatura asociada a la estacionalidad de verano. La
TSM indic6 valores méaximos que oscilaron entre 21 y 23°C durante el periodo experimental y las

minimas oscilaron entre de 18 y 20°C.
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Figura 2.25. Temperatura maxima y minima del intermareal de PM, registrado por medio de termdgrafos, durante los dias
del experimento. La temperatura corresponde a las horas del dia que los mejillones permanecieron sumergidos en el agua, es
decir en marea alta. La temperatura minima registrada es para el mes de mayo y fue 15.4°C y la mas alta para junio con
25.8°C.
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2.5.6. Concentracion de Clorofila a

El promedio de la [Clor-a] durante el experimento mostré en el mes de abril el valor mas
elevado para ERE con 7.05 mg/m3. El resto de los sitios mostraron valores promedio de 4 mg/m3. Los
demas meses PM presentd los valores mas elevados en comparacion con los otros sitios. Se pudo
observar el decremento de la concentracion de [Clor-a] con el transcurso de los meses (Fig.2.26). En
agosto los 4 sitios presentaron valores promedio por debajo de 1. También se muestran las imagenes
satelitales correspondientes a los meses de estudio donde se presenta la concentracién de clorofila

mensualmente para los 4 sitios (Fig.2.27).
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Figura 2.26. Promedio mensual de la concentracidn de la clorofila-a, durante el mes de muestreo abril y de mayo a agosto
durante el trasplante en PM. El valor mas elevado se presenté en mayo para ERE con 7.05 mg/m3, y el mas bajo en BM
durante agosto con 0.52 mg/m3, de mayo a julio en PM se presentaron los valores mas elevados y para agosto el valor
promedio para los 4 sitios oscil6 en 0.5 -0.9 mg/m3.
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Figura 2.27. Imégenes satelitales (MODIS-AQUA) del promedio mensual de la concentracion de clorofila —a, para la zona
de estudio durante los meses de duracion del estudio. El mes de abril corresponde al muestreo realizado, donde se observan
los valores més elevados, y progresivamente se muestra el decremento en los valores promedio.
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2.5.7 Oxigeno Disuelto y % de saturacion de O,

El valor puntual de cada medicion realizada del OD in situ en PM, presentd una tendencia a la

baja de sus valores, acorde al aumento de la temperatura que se observd durante el periodo

experimental (Figura 2.28). En mayo se presento el valor mas elevado con 9.92 mg/l y en agosto el méas

bajo con 6.43 mg/l. El porcentaje de saturacion de Oxigeno, resulté con la misma tendencia que el OD

el valor mas elevado fue de 108.6% y el menor 76.7% con disminuciones en agosto, es decir cuando

aumento la temperatura.
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Figura 2.28. Valores puntuales del OD y % de saturacion de Oxigeno medido in situ en PM, durante el experimento, se
puede observar la tendencia de los valores a disminuir. En color morado se pude observar los valores de mayo, en verde los
de junio, azul los de julio y amarillo los de agosto.
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2.5.8 pH

Las mediciones de pH in situ en PM, oscilaron entre 7.83 registrado para el mes de mayo y 8.33
para el mes de julio, y los valores méas bajos en el mes de agosto (Fig. 2.29). Se pudo observar el resto
de los valores de pH registrados en la zona intermareal para cada mes del experimento con un ligero

decremento con los dias transcurridos.

—o— Mayo —0—Junio —0—Julio —0—Agosto

8.4 T

7.8 4 fxzzg

7.7 : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60

Dias del experimento

Figura 2.29. Valores de pH medidos in situ en el intermareal PM. Se puede observar el valor puntual por dia, segin
corresponde al mes en el que se encontraba el experimento. El pH mas bajo se registré en mayo con 7.83, y en julio el mas
elevado con 8.33.

2.5.9 Anélisis de componentes principales (ACP)

El resultado del ACP para los mejillones trasplantados y nativos se muestra en la Tabla VII,
donde se presenta el Eigen valor obtenido para cada sitio de procedencia, la proporcién y porcentaje
acumulado que éste representd. Los mejillones trasplantados y nativos se asociaron con 3 componentes
principales, sin embargo sélo 2 fueron significativos. EI promedio de la proporcion explicada por el
componente 1 (CP1) para todos los casos fue de 88%, mientras que el 10% fue para el componente 2

(CP2).
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Tabla VII. Eigen valores, proporcion y su acumulado del ACP entre variables ambientales, relacion ARN/ADN y

morfométricas estudiadas para cada sitio de procedencia de los mejillones trasplantados y nativos

Procedencia CP1 CP2 CP3
Eigen Valor 10.56 1.11 0.316
Bajamar Proporcién (%) 88.1 9.3 2.6
Acumulado (%) 88.1 97.4 100
E. V 10.36 1.381 0.259
Eréndira % 86.3 11.5 2.2
% 86.3 97.8 100
E. V 10.58 1.18 0.259
Punta Baja % 88.2 9.9 1.9
% 88.2 98.1 100
E.V 10.49 1.3 0.2
Punta Morro % 87.5 10.8 1.7
% 87.5 98.3 100

Los mejillones de BM proyectaron todas las variables en el CP1 con excepcién del pH, que se observo

en el CP2. Las variables correlacionadas negativamente con los pardmetros morfométricos fueron la

clorofila, OD y el pH. Los mejillones de ERE también ubicaron todas sus variables en el CP1 y el pH

en el 2. Se correlaciond negativamente la clorofila, OD y en el primer componente las variables

morfométricas. La correlacion del ARN/ADN, clorofila, OD y pH para los mejillones de PB se

observaron asociadas con el CP2 y el resto en el CP1. La correlacion negativa se presentd en el pH,

OD y relacion ARN/ADN. Por ultimo para los mejillones nativos de PM se observo solo en el CP2 el

pH, el resto en el CP1, y las variables correlacionadas negativamente fueron la clorofila, OD,

ARN:ADN vy el pH. También se realizaron las proyecciones ortogonales del ACP para mejillones

trasplantados y nativos (Figs.2.30 y 2.31). Los valores de cada CP pueden observarse en el anexo 3.3.
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Figura 2.30. Proyecciones ortogonales del ACP para los mejillones de BM (A) y ERE (B), para ambos casos se puede
observar las correlaciones negativas que se ubican opuestas a las varibales morfométricas. Los mejillones de BM ubican en
el CP2 el pH y los de ERE el pH y el OD,el resto de las variables para ambos sitios se encuentra en el CP1.
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Figura 2.31. Proyecciones ortogonales del ACP para los mejillones de PB (C) y PM (D), para ambos casos se observan las
correlaciones negativas que se ubican opuestas a las varibales morfométricas y la temperatura. PB ubica en el CP2 la
clorofila y el pH mientras que PM s6lo el pH . El resto de las varibales de ambos sitios se encuentra en el CP1
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En la correlacion negativa entre el oxigeno disuelto y la temperatura de los datos registrados en el
intermareal PM, se observo el decremento de OD mientras aumenta la temperatura. El valor de OD mas
bajo registrado es de 6.43 mg/l, el cual no es considerado como nivel que compromete el metabolismo

de los organismos y se correlaciona con una temperatura de 24.3 °C (Fig. 2.32).
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Figura 2.32. Correlacidn negativa entre el oxigeno disuelto y la temperatura durante los meses del experimento. En la
grafica se observa el OD registrado para mayo (morado), junio (verde), julio (azul) y agosto (amarillo), y como este
disminuye con el aumento de la temperatura.

Finalmente la [Clor-a] se correlaciond negativamente con el indice ARN/ADN de los mejillones de
PM, ERE, y PB, mientras que positivamente con los de BM. En la Fig. 2.33 observamos claramente

como la [Clor-a] disminuye durante el periodo experimental junto con los valores promedio de la

relacion ARN/ADN de la etapa final.
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Figura 2.33. Correlacion entre la relacion ARN/ADN con la temperatura (a) y con la clorofila (b) registrada durante el experimento, en
el primer caso se puede observar el aumento de la temperatura y la disminucién del indice, con excepcion de los mejillones de BM,
donde la correlacion se da de manera positiva, y para la grafica b, la disminucion de la clorofila y del indice en la etapa final, con
excepcion de los mejillones de BM, dénde la correlacion se da de manera negativa.

La mortalidad de los mejillones, no pudo cuantificarse con precision, solo se pudo observar un mejillén
muerto en la caja de trasplante de ERE réplica 2, durante el muestreo 1. En el muestreo 2 no se
observaron perdidas, sin embargo en el muestreo 3 las tapas de las cajas no resistieron, ya que no eran
de acero inoxidable, y se presentaron pérdidas del 80% de los mejillones en la mayoria de las cajas. En
la réplica 1 de PM y BM pérdida total. No obstante se usaron para el muestreo 3, el nimero restante de
mejillones, y se completd como minimo un n=10 para cada uno de los sitios de procedencia de los

mejillones.
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2.6 Discusion

El presente estudio nos mostré para las poblaciones de mejillones juveniles de Mytilus californianus
trasplantados y nativos, patrones de crecimiento similares durante el experimento. No obstante, se
observo un mayor aumento en las variables morfométricas y de peso en los mejillones de PM. Lo cual
concuerda con la hipotesis planteada, pues los mejillones nativos presentaron una respuesta distinta a
los mejillones trasplantados, sin embargo, éstos también respondieron de manera favorable a las
condiciones ambientales del intermareal PM, en el cual se registraron los valores mas elevados de
temperatura y clorofila-a durante el experimento, lo que lo convierte en un sitio con condiciones
oceanograficas favorables para los mejillones. Diversos autores consideran que los factores
ambientales, como la temperatura, salinidad, oxigeno y disponibilidad de alimento tienen una
influencia directa en la tasa de crecimiento de los mejillones que viven en la zona intermareal (Dehnel,
1956, Kautsky et al., 1990, Menge et al., 1997), ademas de la influencia que representa el tiempo de
inmersién y la exposicion al oleaje (Connor y Robles 2015).

Las tasas de crecimiento reportadas para mejillones M. californianus en vida silvestre dependen de la
latitud donde se encuentren, asi como las condiciones ambientales del habitat. En el estudio realizado
por Dehnel (1956), reportd para dos poblaciones de M. californianus, una proveniente de Alaska y otra
del sur de California, un aumento mensual del largo de la concha de 0.33 y 0.96 mm respectivamente,
lo que indica valores més elevados para los mejillones del sur de California. En contraste con nuestros
resultados, la tasa mensual del crecimiento del largo de la concha que observamos fue mayor (PM 1.77
mm, BM 1.46 mm, ERE 1.53 mm y PB 1.76 mm). Lo cual puede deberse a que las condiciones
ambientales son distintas, como la temperatura, debido a ubicacion geogréfica de nuestro sitio de
trasplante, pues éste se encuentra mas al sur, con temperaturas méas elevadas, en comparacién con los
sitios de estudio de Dehnel (1956) en este estudio, se indica una diferencia de 7°C entre Alaska y el sur
de California para los meses de verano. En el presente estudio, entre PM y BM reportamos una
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diferencia promedio de 3°C, y entre PM y ERE-PB de 4°C. Por lo que el intervalo de temperatura fue
mas reducido en el presente estudio y asociado con temperaturas méas elevadas puede contribuir a una
tasa de crecimiento méas elevada. Finalmente, Dehnel (1956), sugiere que la concha de las poblaciones
crece de forma distinta.

En estudios anteriores se ha documentado, la variabilidad morfolégica de la concha de Mytilus
californianus, la cual se correlaciona con la temperatura, su distribucion espacial a lo largo del
intermareal y los patrones de la morfologia de la concha asociados a gradientes biogeograficos (Dodd
1964). Las variaciones de temperatura, exposicién al oleaje y disponibilidad de alimento, se modifican
con la elevacion de cada una de las zonas del intermareal rocoso, lo que tiene un efecto en el
crecimiento y forma de la concha de los mejillones (Kopp 1979). También se han reportado diferencias
morfoldgicas entre dos poblaciones de Mytilus edulis, ubicadas en sitios contrastantes de salinidad y
oxigeno disuelto por Kautsky et al. (1990) quienes sugieren que es probable que estén genéticamente
determinadas. La alternativa a una explicacion genética podria ser la posibilidad de un lento proceso de
aclimatacion. Lo anterior también ha sido documentado para otros moluscos bivalvos, como lo indican
Cisneros et al. (2008), quienes sugieren que las diferencias morfoldgicas y de crecimiento observadas
en Argopecten purpuratus con diferente origen, sometidos a las mismas condiciones de temperatura y
oxigeno, no estan dadas por factores ambientales, sino por factores genéticos.

En el presente estudio, los mejillones provenientes de BM y PB, presentaron morfologias diferentes, y
los de ERE y PM morfologias con caracteristicas similares que se ven reflejadas en el crecimiento de la
concha en cada uno de los parametros, a pesar de que fueron trasplantados a un mismo sitio. Lo cual se
corrobora con el andlisis de regresion lineal para los parametros morfométricos donde los mejillones
nativos de PM obtuvieron la pendiente mas pronunciada con valor de 1.81 (R?=.99) para el largo de la
concha y la mas baja para los mejillones de BM con 1.44 (R*=.99). Inferimos que el crecimiento del
largo de la concha fue mayor en los mejillones nativos. El resto de los datos posiciona a los mejillones

de BM con el menor crecimiento, en comparacion con ERE y PB. En contraste con otros Mitilidos, por
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ejemplo para el mejillén venezolano Perna perna, Arrieche et al. (2002), reportaron que la longitud
total de la concha fue el parametro que mejor explicd la variabilidad del resto de parametros
biométricos (R%°0.87), éste resultado es consistente con los resultados obtenidos en el presente estudio.
También contrastamos la morfologia de los mejillones juveniles de los 4 sitios con adultos, ya que
muestran las caracteristicas de la concha més marcadas. Nuestra inferencia acerca de la variedad
morfoldgica se puede corroborar por medio del modelo de crecimiento logaritmico, el cual indica el
tipo de crecimiento alométrico en los mejillones, éste método ha sido ampliamente utilizado para los
Muytilidos, (Chi-Barragan y Pamanes, 1983, Salas y Oliva, 1983, Arrieche et al., 2002, Bruscia et al.,
2001, Stefanni y Branch, 2003, Cisneros et al., 2008).

En nuestros resultados de la relacion biométrica Largo-Alto para los mejillones de BM, indicé que el
alto crece mas rapido que el largo (f=1.05), y para el resto de los mejillones el largo de la concha crece
mas répido que el alto, y en la relacion Largo —Ancho el largo crece mas rapido que el ancho para todos
los mejillones. En el estudio realizado por Cancino-Franklin (1985), report6 para la relacion biométrica
Largo-Alto p=0.92 y para Largo-Ancho B=0.91, para mejillones de Mytilus californianus adultos
cultivados en la Bahia Todos Santos, con un crecimiento de tipo alométrico negativo. En nuestro
estudio obtuvimos para los mejillones nativos de PM p=0.94 y $=0.83. En comparacion con el estudio
de Cancino-Franklin (1985), nuestros valores de la relacion Largo-Ancho fueron menores, lo cual
puede deberse a que los organismos que utilizamos fueron juveniles, sin embargo coincidimos en el
tipo de crecimiento. Otra caracteristica de los mejillones del estudio de Cancino-Franklin (1985) es que
fueron cultivados en lineas “Long line”, por lo que el grosor y peso de la concha puede ser menor en
comparacion con los mejillones que se encuentran en el intermareal expuestos en una zona de alta
energia, como en el caso de la procedencia de los mejillones de este estudio.

En mejillones Mytilus galloprovincialis se ha documentado que tienen un crecimiento alométrico

positivo para la relacion Largo-Alto y alométrico negativo para la relacion Largo—Ancho. Estos
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resultados fueron comparados con la influencia que tienen los mejillones a la exposicion del oleaje, el
cual tiene una relacion con la tasa de crecimiento del ancho de la concha (Steffani y Branch, 2003).

Se han propuesto diversas hipotesis acerca de las funciones del alto y ancho de la concha de los
mejillones, por ejemplo, se ha observado que la biomasa de la concha puede ser explicada por su
correlacion con su ancho (Arrieche et al., 2002). Segin Dahlhoff y Menge (1996) la tasa de filtracion
individual podria estar asociada con el alto de la concha y podria determinar la talla relativa del érgano
filtrador, por lo tanto la disponibilidad de alimento afecta directamente la tasa de crecimiento. Se cree
que el ancho de la concha contribuye al metabolismo basal de los organismos, pues los mejillones con
una concha mas ancha, tienen mas tejido que confiere un mayor costo metabdlico. Debido a este
incremento metabdlico, el estrés térmico al que estan expuestos puede ser mayor y esta parcialmente
determinado por su morfologia, ya que al incrementar el ancho, se incrementa la tasa de absorcién de
luz con el aumento del area superficial de la concha, como resultado de una mayor incidencia de la
radiacion solar en su superficie (Helmuth y Hofmann, 2001).

Por su parte, Blythe y Lea (2008) proponen que las dimensiones del alto y ancho estan relacionadas con
funciones metabdlicas en los mejillones de manera individual, y de manera particular la modificacion
del ancho de la concha puede estar influida por parasitos como copépodos y turbelarios pues son
abundantes en las poblaciones de mejillén. La depredacion también puede ser un factor que interviene
en la forma de la concha; Paine (1976) sugiere que los mejillones mas largos pueden refugiarse debido
a su gran tamafio y que el aumento del grosor de la concha puede contribuir a la dimension del ancho
de la concha. Otro factor que puede influir en la morfologia de los mejillones es la posicion en la zona
intermareal y la abundancia de organismos en las camas de mejillén (Bruscia et al., 2001).

El peso humedo de la carne (Phcr) utilizado en este estudio, incluyd el componente blando del mejillon
sin concha y representd un 25% del peso himedo total, este indica el crecimiento somatico del tejido
blando. En otro trabajo se ha documentado que la produccion de tejido somatico en mejillones Mytilus

edulis excede la produccion de gametos en los primeros dos afios de vida, después la produccion del
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tejido somatico declina y excede la produccion del tejido reproductivo (Roesijadi et al., 1984). Por
ende, en este trabajo no consideramos la influencia que puede tener la maduracién de las génadas en el
crecimiento y desarrollo de los organismos, ya que utilizamos ejemplares juveniles en un intervalo de
talla de 15 - 27 mm.

Con las evidencias mostradas de las diferencias morfoldgicas y tasas de crecimiento, sugerimos que los
mejillones trasplantados y nativos muestran una forma de la concha tipica para cada sitio de
procedencia. El alto de la concha fue muy particular en los mejillones juveniles de PB y PM, en su
mayoria presentaron una alto muy amplio similar a un “abanico”, caracteristica que puede estar dada
por la cantidad de tejido interno y la tasa de alimentacién, segun lo sugerido por Dahlhoff y Menge
(1996). No obstante esta cualidad se desvanece cuando son adultos, en el caso de los mejillones de PB,
la forma adulta es menos amplia, incluso los surcos que presentan en la concha son los menos
marcados, y los que pueden observarse con mayor facilidad son los surcos verticales en forma de curva,
ademas de que presentan el ancho de las valvas mas pequefio. La morfologia tipica que se observo en
este trabajo para mejillones trasplantados y nativos, puede ser explicada por medio de la plasticidad
fenotipica, pues es una propiedad del genotipo de los organismos para producir fenotipos diferentes
cuando estan expuestos a presiones ambientales (Pigliucci et al., 2006). En el trabajo de Logan et al.
(2012) sugieren que las poblaciones de M. californianus separadas latitudinalmente exhiben diferencias
en la tolerancia termal y la adaptacion a condiciones ambientales locales pueden ser diferencias
genéticas, dada por efectos maternos. Si tomamos en cuenta que cada una de los sitios de procedencia
de los mejillones tiene caracteristicas térmicas y de disponibilidad de alimento distintas, podemos
inferir que el mejillon M. californianus distribuido en la costa occidental de Baja California, es una
especie con una plasticidad fenotipica y genotipica que ha logrado consolidar su distribucion en una
zona bajo condiciones oceanograficas contrastantes.

Los cuatro sitios de procedencia de los mejillones son contrastantes debido a su ubicacién a lo largo de

la costa occidental de la peninsula, ademas de estar expuestos a los fenémenos de surgencia causados
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por los vientos provenientes del noroeste, siendo mas intensos en primavera y verano (Durazo et al.,
2010). El sitio de trasplante PM se encuentra dentro de la Bahia Todos Santos (BTS), la cual se
caracteriza por ser una bahia semi-cerrada, en esta region del Océano Pacifico. La bahia se caracteriza
por aguas mas calientes y un tiempo de residencia mas elevado que las del océano adyacente. En las
aguas adyacentes a la bahia, el promedio de la temperatura superficial minima es de 11y15°C durante
el invierno y primavera respectivamente, y las temperaturas méaximas superficiales de 22°C, mientras
que la temperatura anual reportada dentro de la bahia es de 17.74 + 0.42 °C y en zonas expuestas
adyacentes a las costas del pacifico de 14.67 £+ 0.52 °C, (Delgadillo-Hinojosa et al., 2014), es decir mas
de 3°C de diferencia. Nuestros datos promedio de TSM méxima registrada en la zona intermareal de
PM durante el periodo mayo-agosto el intervalo de temperatura maximas registradas estuvo entre 21-
23°C y las minimas de 18-20°C, lo que coincide con los datos registrados para temperaturas altas
dentro de la BTS. El hecho de que las temperaturas minimas no concuerden puede deberse a que
nuestros datos fueron registrados en la zona intermareal, en donde la dinamica de la rompiente aunada
a lo somero del &rea, pudieron contribuir a que no se alcanzaran los valores minimos registrados por
Delgadillo-Hinojosa et al. (2014) en la columna de agua dentro de la BTS. No obstante la comparacion
de datos de TSM, con el resto de los sitios nos indica una diferencia entre 3 y 4°C, es decir PM es el
sitio con las temperaturas mas altas, lo cual puede deberse principalmente a que se encuentra dentro de
la BTS y las caracteristicas particulares que esto le confiere. La circulacion interna dentro de la BTS
consiste en remolinos ciclonicos y anticiclénicos influenciados por la interaccion de las corrientes fuera
de la bahia, la fuerza del viento y la forma C invertida de la Bahia (Mateos et al., 2009), por lo que es
considerada como una corriente de retencién RC (por su siglas en inglés). Este tipo de corrientes se
caracterizan por estar en secciones de la costa donde el viento es reducido, aguas de surgencia,
temperatura elevada, y crean un frente termal entre el centro de retencion y el océano abierto
(Delgadillo-Hinojosa et al., 2014). Por lo anterior podemos considerar que el sitio de trasplante

representd la zona con temperaturas mas elevada junto con una alta disponibilidad de alimento, pues es
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consistente con los datos de [Clor-a] que reportamos, ya que en los meses de mayo-julio en PM se
presentaron los valores mas elevados en comparacion con el resto. En este trabajo se observo para los
sitios de BM, ERE y PB las temperaturas mas bajas en comparacion con PM, y ERE el sitio que
exhibio los valores més altos de concentracion de clorofila a para el mes de abril, mientras que PM en
primavera y verano. De acuerdo con Escamilla-Espinoza (2015), reporté el sitio de ERE como una
zona con mayores eventos de surgencia y mas intensos en comparacion con los sitios BM y PB en
época de surgencias, lo que coincide con nuestros resultados. El viento es uno de los factores
principales que inducen los eventos de surgencia en la costa de occidental de Baja California, por lo
que éste fomenta la alta productividad en el oceano. El viento paralelo a la costa causa trasporte de
Ekman a la derecha del viento y produce surgencias costeras, Si es positivo bombea aguas
subsuperficiales a la superficie, contribuyendo a la intensidad de la surgencias (Castro y Martinez,
2010).

Finalmente el anélisis de componentes principales indicé una correlacion inversamente proporcional
entre las variables morfométricas y la temperatura con la [Clor-a] y el oxigeno disuelto, es decir la
temperatura aumento, mientras que los valores de clorofila y OD disminuyeron, éste descenso de [Clor-
a] fue gradual a lo largo del experimento lo que pudo deberse a la ausencia de eventos de surgencia en
la BTS, lo que también puede explicar los valores de correlacion inversos que obtuvimos entre las
variables morfométricas y los valores de clorofila. No obstante, PM mantuvo los valores mas elevados
de temperatura, esto puede deberse a las condiciones oceanograficas que le confiere la corriente de
retencion “RC”. Por lo tanto inferimos que los mejillones trasplantados se expusieron a temperaturas
mas elevadas y una alta disponibilidad de alimento mayores a la que tienen en su zona de origen
durante los meses de mayo a julio, lo que se vio reflejado en su tasa de crecimiento, en particular para
los mejillones nativos de PM que presentaron los valores promedio mas altos en talla y peso.

La disminucion del oxigeno se debe principalmente a la solubilidad de los gases que generalmente

disminuye con el aumento de temperatura, el cual es suministrado a la superficie del océano a través de
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la fotosintesis y la disolucion de O, atmosférico a través de la interface aire-océano (Libes, 2009). El
proceso de fotosintesis ademas de proveer de O; a la columna de agua, consume CO, lo que causa un
decremento en la [H'], por lo que el pH aumenta, y cuando aumenta el CO; por respiracion o por aporte
externo (antropogénico), la [H'] se eleva y el pH también en condiciones de luz. Nuestros datos de pH
se encontraron en el intervalo de 7.8 a 8.3, en contraste con los valores reportados para el agua de mar,
que son entre 8.1 y 8.3 (Alvarez-Borrego, 2007). El dato mas elevado puede deberse a procesos
fotosintéticos intensos, pues los datos provienen de la zona intermareal donde se encuentran una gran
cantidad de organismos fotosintéticos, aunado al fitoplancton presente. En el ACP, el pH se ubico en el
CP2, correlacionado negativamente con las variables morfométricas y con el OD, lo que puede estar
asociado directamente a los procesos fotosintéticos de la zona. En contraste con una zona intermareal
en Monterey Bay, se han reportado aguas bajas en pH asociadas a masas de agua bajas en oxigeno que
alcanzan aguas poco profundas en regiones cercanas a la costa (Booth et al., 2012).

Por otro lado la temperatura se correlaciond negativamente con la relacion ARN/ADN en el CP 1, para
todos los mejillones. Los valores de la temperatura aumentan mientras que los de la relacién
ARN/ADN disminuyen en el ultimo mes del experimento. Nuestros resultados de manera general son
consistentes con los reportados para invertebrados marinos sometidos a estrés térmico por ejemplo,
para la galleta de mar Dendraster excentricus, en donde el mismo indice fue utilizado como
biomarcador de una respuesta al estrés térmico y condiciones de oxigeno el intervalo de valores de la
relacion ARN/ADN para esta especie fue de 0.210 a 1.667, siendo los valores mas bajos para
condiciones de bajo oxigeno (Olivares-Barfiuelos et al., 2014). En nuestro estudio las condiciones de
oxigeno disminuyeron, cuando la temperatura se elevd, por lo cual también podemos inferir el
decremento del indice en nuestros resultados. Los valores reportados en el presente estudio del indice
ARN/ADN para juveniles de M. californianus fueron de 0.18 a 0.23, los cuales estan entre los valores
mas bajos reportados para la galleta de mar por Olivares-Barfiuelos et al. (2014). En contraste, valores

reportados del indice para mejillones adultos de la misma especie, oscilan entre 2 y 7 (Dahlhoff y
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Menge 1996). Estas variaciones pueden deberse a que se utilizaron ejemplares adultos y para las
extracciones de &cidos nucleicos el tejido del muasculo aductor u otros tejidos de interés, mientras que
nosotros utilizamos el cuerpo blando del mejilléon completo para realizar la extraccion del ARN y
ADN. La sinergia entre el indice ARN/ADN vy la [Clor-a] se ha observado para el mejillon Mytilus
californianus en las costas de Oregon, el incremento del indice se correlacion6 con el aumento de la
[Clor-a], por lo que sugieren un fuerte vinculo entre la zona costera, la disponibilidad de alimento y la
fisiologia del mejillon (reflejado el indice como la capacidad de sintesis de proteinas y de actividad
metabdlica), el cual depende de las condiciones oceanogréficas del sito. También proponen que los
mejillones tienen un alto grado de plasticidad fisioldgica en respuesta a las variaciones ambientales,
pues los cambios en la fisiologia del mejillén pueden ocurrir rapidamente en respuesta a la variacion de
la productividad primaria de la zona costera (Dahlhoff y Menge 1996). Por lo tanto la correlacion
positiva que observamos en nuestros datos, sugiere un decremento de la actividad metabdlica de los
mejillones, ocasionada por la disminucion de la [Clor-a]. A pesar de que sélo existieron diferencias
significativas entre los indices de ARN/ADN iniciales y finales de los mejillones de PB, los datos
indicaron una tendencia a disminuir con excepcion de los mejillones de BM, esto puede deberse a que
redujeron su metabolismo basal, por la disminucion del alimento, ademés de los incrementos de
temperatura.

Los resultados del experimento de trasplante indicaron que los mejillones de BM, ERE y PB estuvieron
sometidos a una temperatura mas elevada, en comparacion con la de su sitio de origen, sin embargo, no
representd una condicion de estés térmico. Con todas las variables de respuesta evaluadas en los
organismos trasplantados y nativos, podemos inferir que los mejillones de Mytilus californianus tienen
una amplia tolerancia a condiciones ambientales y que pueden aclimatarse a condiciones distintas de su
ambiente a corto plazo, lo que indica su plasticidad fenotipica. Estas variantes locales, le confieren
como especie una amplia posibilidad de que algunas de sus poblaciones, sean capaces de adaptarse a

escenarios del cambio climético global.
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2.7 Conclusiones

Los mejillones nativos de PM presentaron un crecimiento de la concha y ganancia de peso mas
elevado en comparacion con los mejillones trasplantados, de los cuales, los de BM mostraron
los valores menores del crecimiento de la concha y los de ERE el menor aumento de peso.

Se sugieren tres morfotipos diferentes para las poblaciones de mejillones provenientes de BM,
ERE y PB, y una combinacion de caracteristicas para los mejillones de PM.

El indice ARN/ADN exhibi6 un decremento de la etapa inicial a la final, lo que se asocid con la
disminucion de la clorofila y oxigeno, ademas del aumento de temperatura y como
consecuencia, una disminucion del metabolismo de los mejillones reflejado en el indice.

Los mejillones trasplantados no fueron sometidos a condiciones de estrés térmico a pesar de
que las temperaturas del sitio de trasplante fueron mas elevadas que las de su sitio de origen.
Las poblaciones de Mytilus californianus distribuidas en la costa occidental de Baja California
presentan una plasticidad fenotipica que les confiere la capacidad de consolidar una amplia

distribucion en las zonas intermareales en condiciones oceanograficas contrastantes.
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2.8 Recomendaciones

Aumentar el tiempo de trasplante, como minimo un afio para poder observar el ciclo anual de
los pardmetros ambientales asi como la tasa anual de crecimiento de los mejillones.

Considerar diferentes intervalos de tallas durante los experimentos de trasplante.

Hacer uso del indice de condicién y rendimiento para moluscos bivalvos.

En caso de usar el indice ARN/ADN, realizar extracciones con mayor frecuencia (ej.
quincenalmente) para obtener resultados con mayor resolucion de la condicion metabolica de
los organismos.

Realizar en la medida de lo posible trasplantes reciprocos para evaluar respuestas fenotipicas
completas en sitios con condiciones inversas.

Generar series de tiempo de cada uno de los sitos, de los parametros ambientales estudiados con

datos registrados in situ.
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Capitulo 111

Juveniles de Mytilus californianus sometidos a
variaciones de temperatura

Resumen

Los organismos que habitan en el intermareal rocoso son expuestos al aire durante marea baja, mientras que en
marea alta, la temperatura superficial del mar es la que influye directamente en su temperatura corporal. En este
estudio evaluamos la respuesta del mejillén juvenil Mytilus californianus (especie clave del intermareal rocoso),
sometido a variaciones de temperatura en condiciones de laboratorio, con la finalidad de observar si su respuesta
presenta una relacion latitudinal modulada por las condiciones oceanogréaficas de cada sitio. Para esto, se
eligieron mejillones de dos localidades Bajamar (BM) y Eréndira (ERE), ubicadas en la costa occidental de Baja
California. En él se incluyeron dos tratamientos con 21 y 23°C y un control con 18°C. El experimento tuvo una
duracion de dos meses. Se evalué semanalmente, la talla y peso himedo de los organismos, ademas del oxigeno
disuelto (OD), temperatura y como bioindicador de la condicion metabdlica el indice ARN/ADN. El crecimiento
total de la concha oscil6 entre 0.04 y 0.2 mm, los mejillones de BM y PM tuvieron un aumento mayor de talla en
el tratamiento control (0.14+0.50 y 0.22+0.5mm) y los valores mas pequefios fueron para los de PB en 21 y
23°C. El peso ganado vario entre 0.008 y 0.0126 g. Los mejillones de PB presentaron los valores mas elevados
en los 3 tratamientos. El analisis Kruskal Wallis no mostré diferencias significativas (p>0.05) entre los
tratamientos y los sitios. El OD present6 los valores mas bajos (5.39 mg L™) con el aumento de la temperatura
(23°C). Sin embargo, representaron condiciones norméxicas. El indice ARN/ADN obtenido para la etapa final
oscilé entre 0.2 y 0.08, el cual indicé para los mejillones de BM una actividad metabo6lica mas baja en
comparacién con los de PB en los tres tratamientos, no obstante no comprometié el aumento de talla y ganancia
de peso, por lo que concluimos que los mejillones de BM pueden desarrollarse favorablemente en condiciones
de laboratorio en un intervalo de temperatura de 18 a 23°C. Consideramos que la temperatura a la que se
sometieron los organismos no implico un estrés térmico propiamente y sugerimos realizar mas estudios acerca
de las condiciones termales de los mejillones de la costa occidental de B.C., asi como de la temperatura corporal,
durante marea alta y baja para poder conocer la respuesta de éstos organismos en escenarios futuros modulados

por el cambio climatico.

74



3.1 Introduccion

Cuando los organismos intermareales sufren de exposicion aérea en marea baja, su temperatura corporal
esta intimamente relacionada con la temperatura del ambiente aéreo. Los mecanismos de flujo de calor
dependeran de que tan grande sea su morfologia y coloracion y por ende si se exponen dos organismos
morfoldgicamente distintos a condiciones climaticas iguales pueden mostrar temperaturas distintas. Sin
embargo, para los organismos del intermareal, se ha documentado que las temperaturas corporales son
mas altas durante la exposicion aérea en marea baja, que durante la inmersién en mareas altas. Como
consecuencia, los organismos se someten a un estrés térmico y responden de diversas maneras, un
ejemplo es el dafio termal de las proteinas que ocurre exclusivamente durante la exposicion aérea. El
estrés térmico es la alteracion que sufren los organismos debido a cambios en la temperatura de su
ambiente, como una consecuencia de diversos factores, incluido el calentamiento global. Incluso, puede
Ilegar a ocasionar cambios en los patrones de distribucion de las especies (Helmuth y Hofmann, 2001).

Uno de los organismos modelo del intermareal principalmente estudiados desde el siglo pasado es el
mejillén del genero Mytilus. Uno de los primeros estudios acerca de la biologia del mejillon Mytilus
californianus lo realizaron Coe y Fox en 1942, en las costas de California EUA, donde reportan su tasa
de crecimiento anual y sugieren una temperatura entre 15 y 19°C para su 6ptimo crecimiento y un
decremento de la tasa de crecimiento a partir de los 20°C. Posteriormente Behrens y Dunham (1989),
proponen la acuacultura del M. californianus, para lo cual realizaron estudios de crecimiento de los
mejillones ubicados en el submareal e intermareal a lo largo de la costa de California, reportando un
patrén latitudinal en el crecimiento influenciado por la temperatura. Schneider (2008), estudio los
efectos fisiologicos del estrés termal en condiciones de marea baja y alta, y comparé ente el mejillon
invasor Mytilus galloprovincialis y su especie hermana Mytilus trossulus. Los mejillones fueron

expuestos a tratamientos de temperatura aérea (20,25 y 30°C) con dos temperaturas de agua de mar (18
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y 12 °C). Este autor reportd que no se afecto el crecimiento y supervivencia de los mejillones en el
tratamiento de 18°C, mientras que en el de 12°C el crecimiento de ambas especies fue negativo. No
obstante M. galloprovincialis present6 tasas de crecimiento mas elevadas en todos los tratamientos con
respecto a M. trossulus, por lo que Schneider (2008), sugiere que la especie M. galloprovincialis esta
mejor adaptada al estrés termal que la marea baja le confiere. En el contexto del calentamiento global, el
aumento de las temperaturas puede favorecer la distribucion de M. galloprovincialis.

En otro estudio, Fitzgerald-Dehoog et al., (2012), examinaron la relacion entre el promedio maximo
diario de la temperatura ambiental y el crecimiento de los mejillones en un gradiente de exposicién al
oleaje en marea alta en el campo, complementado por un experimento en laboratorio donde manipularon
la disponibilidad de alimento y el estrés a la temperatura diaria (36, 39 y 42°C) de los mejillones. Ellos
sugieren que los individuos con acceso limitado a los recursos estdn en mayor riesgo porque son menos
capaces de mitigar los costos potenciales de estrés térmico a través de mecanismos fisioldgicos.

En Baja California, se han realizado diversos estudios acerca de la respuesta de los invertebrados
marinos en distintas etapas de su ciclo de vida, que viven sometidos a la fluctuacion de la marea y
soportan el estrés termico. Diaz-Pérez y Carpizo-ltuarte, (2011) estudiaron el efecto del estrés térmico
en la supervivencia de estadios larvarios avanzados del erizo morado Strongylocentrotus purpuratus en
éste estudio reportaron que se compromete el inicio de la metamorfosis y afecta en el asentamiento y los
patrones de reclutamiento del erizo morado, particularmente en sitios del intermareal expuestos a altas
temperaturas durante el verano.

Recientemente, Olivares-Bafuelos et al. (2014), utilizaron la galleta de mar Dendraster excentricus,
para evaluar la respuesta al estrés térmico en condiciones normales y de oxigeno reducido, mediante la
relacion ARN/ADN vy la expresion del gen hsp70. Segln sus resultados, el estrés térmico y por oxigeno

reducido induce una disminucion general del metabolismo de los organismos. Estos cambios
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metabdlicos se observaron en el decremento del indice ARN/ADN vy en los niveles de la expresion de
hsp70 (a altas temperaturas).Concluyeron que los indices de ARN/ADN son una herramienta Gtil para
entender la respuesta ecofisiologica en D. excentricus.

Para complementar el entendimiento de los cambios en la temperatura local a la que se someten los
organismos del intermareal, Escamilla-Espinoza (2015), analizé la temperatura superficial del agua de
mar (TSM) a 4km de la costa occidental de Baja California, utilizando informacion obtenida de los
sensores remotos AVHRR y MODISaqua. La serie de tiempo incluyd de 1983-2013 para 2 localidades,
Bajamar (BM) y Punta Baja (PB). Para BM reportd una media mensual de 17.4+.53°C, con una
temperatura minima de 15.19°C y una méxima de 20.20°C. En PB la media mensual fue 18.8°C+.54,
una minima de 15.95°C y maxima de 21.34°C, por lo que concluyé que los valores de temperatura
alcanzan gradientes de variacion similares influenciados por los mismos procesos oceanograficos de la
costa, ya que se encuentran dentro del Sistema de la Corriente de California.

Por lo tanto, con los datos reportados por Escamilla-Espinoza (2015) de la TSM de BM y PB, nos
propusimos analizar la respuesta de mejillones juveniles de Mytilus californianus sometidos a
variaciones de temperatura con 2 y 3°C por arriba del promedio de TSM reportada para su sitio de

origen.
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3.2. Objetivo general

& Analizar la respuesta de mejillones juveniles de Mytilus californianus sometidos a variaciones de

temperatura, provenientes de dos comunidades intermareales, Bajamar y Punta Baja.

3.2.1. Objetivos particulares

0 Analizar el crecimiento de los mejillones en funcion de su talla y peso.

o Determinar el indice ARN/ADN de los mejillones para evaluar su respuesta

metabolica.

o Comparar los resultados obtenidos entre los mejillones de ambos sitios, para analizar

si existe una respuesta diferente segun su sitio de origen.

3.3. Hipotesis

Se espera que los mejillones de BM, que es el sitio con TSM mas baja (17.4°C +.53) presenten una
crecimiento menor en talla y peso a las variaciones de temperatura. Mientras que los del sitio con una
TSM maés elevada (18.8°C +.54), correspondientes al sitio surefio PB tengan una respuesta con un

impacto menor, o nulo en las variables de respuesta analizadas.

Hipdtesis Estadistica
Ho =BM =PB

Ha = BM# PB
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3.4 Materiales y Métodos

3.4.1. Recolecta de organismos

La recolecta de mejillones se realizd en enero del 2014 en BM y PB, con un dia de diferencia entre
cada sitio. Se recolectaron mejillones juveniles de M.californianus con un intervalo de talla entre 10 y
20 mm, extrayéndolos manualmente de la zona intermareal media durante marea baja. En cada sitio de
muestreo se registro temperatura y OD (Tabla VIII). Los mejillones se transportaron al Laboratorio de
Ecologia y Biologia del Desarrollo, del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la UABC,
Ensenada. Los organismos se aclimataron por un periodo de 1 semana en acuarios con capacidad de
20L a una temperatura de 18°C, y se les proporciond como alimento la microalga Isochrysis galbana

una vez al dia.

Tabla VIII. Ubicacion y caracteristicas de los sitios de recolecta. OD (oxigeno disuelto) y temperatura registrados in situ.

Colecta Sitio Coordenadas Temperatura OoD
29/1/14 Baja Mar N 32°00'52.831" 16.1°C 7.69 mg/l
W 116° 52'36.482"
30/1/14 Punta N 29°56'56.817" 15.6°C 7.40 mg/l
Baja W 115° 48'46.758"

3.4.2. Sistema Experimental

Se definieron dos tratamientos experimentales con temperaturas de 21 y 23°C y un tratamiento
que fue considerado como control a 18°C, estas consideraciones se hicieron tomando en cuenta lo
reportado por Escamilla-Espinoza (2015) para los sitios de procedencia de los mejillones. Para cada
tratamiento se colocaron bandejas de agua de 10L, en las cuales se colocaron los recipientes
experimentales. Para mantener las temperaturas experimentales se le coloc6 en cada una de las
bandejas un calentador para acuario regulado para mantener la temperatura experimental
correspondiente. Ademas se instalaron termégrafos (Hobos©) para registrar cada 30 minutos la

temperatura durante el periodo experimental. En cada bandeja se ubicaron en frascos con capacidad de
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100 ml en forma individual y de manera aleatoria, 10 mejillones juveniles, de los cuales 5 provenian de
Bajamar y 5 de Punta Baja, con una talla inicial de 12.2+0.94 mm los de BM y 12.07+1.01mm para los
de PB. (Fig. 3.1). La talla y peso humedo inicial se obtuvieron antes de iniciar el periodo experimental.
Cada uno de los frascos en donde se colocaron los mejillones contenia 100 ml de agua de mar filtrada
hasta 1um e irradiada con luz ultravioleta (UV), los recipientes se mantuvieron sin tapa. Se alimenté a
cada uno de los mejillones con 5 ml de Isochrysis galbana, diariamente. EI recambio del agua de mar
de cada frasco se realiz6 en su totalidad cada dos dias y la evaluacion de los mejillones cada en 10 dias
(Tabla IX). Los mejillones se midieron con ayuda de un vernier digital y se obtuvo el largo, ancho y
alto de la concha, ademas del peso himedo con una balanza granataria. Las evaluaciones de oxigeno se
Ilevaron a cabo dos veces a la semana en cada uno de los frascos durante la duracion del experimento,
por medio de un oximetro YSI. El experimento tuvo una duracion de 2 meses (15 de marzo al 15 de

mayo del 2014).

21°

Figura 3.1. Esquema del disefio experimental para probar el efecto de la variacion de la temperatura en juveniles de Mytilus
californianus. En 3 bandejas de plastico se mantuvieron los 30 mejillones de manera individual en frascos de 100 ml
distribuidos al azar, 10 organismos en cada bandeja, 5 de BM y 5 de PB con su temperatura correspondiente.

Tabla IX Fecha de las seis evaluaciones realizadas durante el experimento.

#Evaluacion Fecha

Inicio 15 de Marzo
1 22 de Marzo
2 2 de Abril
3 12 de Abril
4 22 de Abril
5 2 de Mayo
6 12 de Mayo

Para mantener la homogeneidad de la temperatura en cada una de las bandejas, estas se mantuvieron
con agua de mar filtrada hasta 1um y pasada por UV. También se adiciond aireacion en las bandejas

con la finalidad de mantener la circulacion del agua para conservar la temperatura experimental.
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3.4.3. indice ARN/ADN

Concluido el experimento y realizada la Ultima evaluacion se extrajeron los &cidos nucleicos
por medio del método TRIzol, de acuerdo a lo descrito por Olivares-Bariuelos et al. (2014), con
modificaciones debido a la naturaleza del tejido del mejillon. El protocolo detallado de la extraccion se
encuentra en el Anexo 2.1. La cuantificacion de &cidos nucleicos se midio por medio del
espectrofotdmetro NanoDrop a una absorbancia de 260 nm y la pureza de las extracciones se analizd
con el indice de absorbancia 260/280 nm. Se realizaron diluciones del ARN (1:10) y ADN (1:5) para

poder calcular el indice ARN/ADN pg/pg segun Delgadillo-Nufio (2015), mediante la férmula:

|ARN TS (Fa)| (Vo)
ARN: ADN = u

[aDN2S (Fa)| - vor)
Donde:
ng/ul = Concentracién de acidos nucleicos proporcionada por el espectrofotdmetro
Fd = Factor de dilucidn, segun corresponde: 1:10 >10y 1:5>5
Vol = Volumen final de resuspension, H,O libre de RNasa (RNA) y 8mM de NaOH (DNA)

El RNA fue almacenado a -80°C.

3.4.4. Andlisis Estadistico

La comparacion de tallas, peso e indice ARN/ADN se realiz6 para cada tratamiento (N=3 -
n=10) y dentro de cada tratamiento para cada sitio (N=2, n=5). Las comparaciones se hicieron mediante
un analisis Kruskal Wallis (KW), ya que los datos no se ajustaron a una distribucion normal. Las
pruebas a posteriori se realizaron mediante pruebas Wilcoxon para dos muestras cuando hubo

diferencias significativas. Se utilizo el programa Minitab y Excel, y todas las pruebas con un a de 0.05.
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Resultados

3.5 Resultados

3.5.1 Crecimiento y peso ganado

El crecimiento total de la concha oscilé entre 0.04 y 0.2 mm. Mediante el analisis KW se
observo que todas las tallas finales fueron estadisticamente iguales (p>0.05). Sin embargo el aumento
mas elevado de talla para los mejillones de PB y BM se presento en el tratamiento control de 18°C y el
menor aumento en PB para los tratamientos del 21 y 23°C (Fig. 3.2). El resto de los parametros
morfométricos, ancho y alto, no presentaron diferencias significativas ni una tendencia clara, por tal

motivo solo se considero el crecimiento total con el largo de la concha.
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Figura 3.2. Promedio y desviacién estandar del crecimiento total del largo de la concha de los mejillones sometidos a
variaciones de temperatura. En color azul se representan los mejillones de BM y con morado los de PB. No presentaron
diferencias significativas. Sin embargo, se observa una tendencia de valores mayores de crecimiento para los mejillones del
tratamiento control con 18°C, y el menor para los mejillones de PB en el tratamiento de 21 y 23°C.
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El peso total ganado fluctu6 entre 0.008 y 0.0126 g y no presentd diferencias estadisticamente

Resultados

significativas entre los tratamientos y entre los sitios BM y PB, segun el anélisis de KW (p> 0.05). No
obstante se puede observar un mayor aumento de peso en los mejillones de PB en el tratamiento de
21°C, en comparacién con los mejillones de BM, y el resto de los tratamientos (Fig. 3.3). En los
tratamientos de 18 y 23°C los mejillones con distinta procedencia presentaron un aumento de peso

similar.

0.035 T
0.03 1 -
0.025 +
0.02

0.015

0.01

Peso ganado (gr)

0.005

BM 18°C PB 18°C BM 21°C PB 21°C BM 23°C PB 23°C

Tratamientos

Figura 3.3 Promedio y desviacién estandar del peso total, para cada tratamiento. Los mejillones de BM se representan en
azul y los de PB en morado. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos y entre sitios. Sin embargo, solo
se puede observar un mayor aumento para los mejillones de PB en el tratamiento 18 y 21°C.
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3.5.2 Oxigeno disuelto

Resultados

Las variaciones de OD, estuvieron relacionadas directamente con la temperatura de los tratamientos.
No se observaron diferencias significativas entre los sitios. En el tratamiento control, el OD fluctuo
entre 6.88 y 5.8 mg L™, en el tratamiento de 21°C entre 6.4 y 5.5 mg L™ y para el de 23°C entre 6.1y
53y mg L (Fig.3.4). A partir del dia 19, los valores de los tres tratamientos disminuyeron para

mejillones de ambos sitios.

—&— BM 18°C —0—BM 21°C —— BM 23°C

6.5 A

Oxigerno Disuelto mg L-1

5.5 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 30

b) ——PB 18°C —0—PB 21°C ——PB 23°C

6.5 A

Oxigerno Disuelto mg L-1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 30
Dias del experimento

Figura 3.4. Valores promedio y desviacion estandar del Oxigeno Disuelto evaluado durante el experimento. La gréfica a)
muestran los valores para los mejillones de BM, y la b) los de PB. En ambos casos el OD tuvo la misma respuesta y no se
observaron diferencias significativas. El tratamiento con 18° present6 los valores méas elevados, mientras que el de 23°C los
mas bajos.
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3.5.3 indice ARN/ADN

Los valores del indice ARN/ADN tuvieron valores entre 0.07 y 0.14. Los valores mas bajos se

observaron en el tratamiento control de 18°C para los mejillones de BM, en el tratamiento de 21°C en

ambos. Los valores mas altos se observaron para los mejillones de PB en el tratamiento de 18 y 23°C

(Fig. 3.5). No se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos (KW, p>0.05).

0.6 T

0.3 T

ARN:ADN

0.2 T

0.1 + |
0 - }

BM 18°C PB18°C BM 21°C

PB 21°C

Tratamientos

BM 23°C

PB 23°C

Figura 3.5. Valores promedio y desviacién estandar de los indices ARN/ADN, para cada sitio. Existié un ligero aumento en
el tratamiento de 18 y 23°C para los mejillones de PB, sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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3.6. Discusion

Los resultados obtenidos fueron distintos a los esperados en la hipoétesis inicial del trabajo,
donde se esperaban los valores mas bajos en talla y peso para la localidad con temperaturas mas bajas,
que en este caso era BM. No se presentaron diferencias significativas en el aumento del largo de la
concha y en el peso ganado. No obstante, los mejillones sometidos a 18°C obtuvieron los valores
promedio mas altos en comparacion con el tratamiento de 23°C. En contraste, se ha reportado para el
mejillon Mytilus galloprovincialis, una tasa 6ptima de crecimiento en etapa larval de hasta 9.1 um/dia a
una temperatura a 20°C (Maryori et al., 2008). Lo anterior nos da una idea del intervalo de temperatura
a los que los mejillones del genero Mytilus pueden estar adaptados, no obstante la diferencia entre
especies puede ser grande. Los mejillones juveniles de M. californianus, pueden estar dentro de un
Optimo de crecimiento en condiciones controladas de laboratorio, pues el intervalo de temperaturas al
que se sometid en el laboratorio es similar a la TSM reportada para su sitio de origen. Sin embargo,
debemos de tomar en cuenta que la referencia anterior trabajé con los mejillones en etapa larval y con
diferente especie.

En el andlisis del crecimiento por sitio, los mejillones de BM (sitio al que se le atribuy6é una TSM mas
baja), presentaron un aumento de peso en el tratamiento control de 18°C. No obstante los de PB
obtuvieron una ganancia de peso mayor, pero las diferencias no fueron lo suficientemente amplias para
poder llegar a una interpretacion concluyente. Sin embargo, nuestros resultados son similares a la
temperatura experimental propuesta por Schneider (2008), donde sugiere 18°C como temperatura
Optima para el crecimiento positivo de M.galloprovinciallis.

En el estudio realizado por Behrens y Dunham (1989) observaron un patrén de disminucion en el
crecimiento de sur a norte a lo largo de la costa oeste de Estados Unidos, posiblemente, por las

temperaturas menores registradas en las regiones del norte. Lo anterior sugiere para nuestro caso de
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estudio, que los mejillones del sitio mas surefio (PB), deberian presentar una tasa de crecimiento méas
alta con respecto a BM, hecho que pudimos observar sélo en el peso ganado.

A pesar de que nuestros resultados no mostraron diferencias significativas, la tendencia de los datos
mostré que los mejillones de PB, obtuvieron valores més altos en la ganancia de peso en los tres
tratamientos, sin embargo fueron los que presentaron valores de crecimiento de la concha menores en
el tratamiento de 21 y 23°C. Con base a lo anterior podemos inferir que la estrategia de crecimiento de
los mejillones de PB, invierten mas energia metabdlica en aumentar el cuerpo blando del mejillon que
el tamafio de la concha. Este argumento es soportado por la investigacion de Coe y Fox (1942) quienes
sugieren que el crecimiento de la masa fresca del mejillon debe aumentar en un intervalo de
temperatura entre 14 y 20°C y el agua de mar por encima de 20°C puede ser perjudicial para las tasas
de crecimiento en sus primeras etapas.

La respuesta observada en los mejillones de PB, caracterizada por no crecer al inicio del experimento,
un aumento a la mitad del experimento y una disminucién al final, puede deberse a que los mejillones
de PB se expusieron dentro de dicho tratamiento a las condiciones similares a las de su sitio de origen.
Escamilla-Espinoza (2015), reporté un maximo de TSM para PB de 21.34°C, temperatura que resulta
equivalente a la que se encontraron sometidos experimentalmente los mejillones, por lo que se puede
considerar que no estuvieron sometidos a un estrés térmico. Las consideraciones realizadas para la
eleccion de la temperatura experimental estuvieron sujetas a datos de TSM, sin hacer consideraciones
adicionales de la exposicion aérea a la cual se ven sometidos los organismos del intermareal (Helmuth
et al., 2002). En las zonas rocosas de la costa se pueden alcanzar temperaturas mas elevadas por la
incidencia de los rayos solares, que por temperaturas del agua que se registran en la zona. Por lo que
inferimos que mientras los mejillones se encuentren bajo el agua, pueden experimentar un amplio
intervalo de temperatura en el cual no se vera comprometida su supervivencia y el cual es diferente al
correspondiente de exposicion aérea en donde la desecacion y respiracion anaerobia juegan un papel

importante.
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El intervalo de temperatura sugerido para crecimiento 6ptimo en experimentos en laboratorio de M.
californianus es de 13 a 17.5°C (Bayne et al., 1976). Sin embargo es importante considerar que los
mejillones de la regién de la costa de California en EUA propuesta por Bayne, estan sometidos a
temperaturas usualmente mas bajas que los distribuidos en la costa occidental de Baja California.

El fotoperiodo ha demostrado ser el estimulo regulador o disipador de aspectos fisiologicos de diversos
organismos (Odum, 1983). Algunos organismos marinos responden al ciclo circadiano, cambios
estacionales de fotoperiodo y a la periodicidad lunar (Rodriguez, 1986). La falta de fotoperiodo en el
sistema experimental, pudo haber influenciado la condicion fisiologica de los mejillones, ya que de
manera natural regula gran parte de los procesos fisioldgicos. Es necesario contar con una referencia de
las condiciones luminicas a las que los mejillones se exponen en condiciones naturales, para que pueda
ser simulado en condiciones experimentales la intensidad de luz.

Los valores menores de oxigeno registrados conforme aumentd la temperatura en los tratamientos,
concuerda con el principio bésico establecido entre la relacion oxigeno-temperatura, la cual es
inversamente proporcional. Las aguas mas frias tienen una mayor capacidad de OD que las aguas mas
calidas (Portner et al., 2000).

El valor de OD mas bajo fue de 5.39 mg L™ por lo que no se consideraron condiciones reducidas en
oxigeno. Segun lo reportado para experimentos de laboratorio con galleta de mar Dendraster
excentricus, el valor de OD fue de 3.65 - 2.03 mg L™, considerado como condicién de reduccién de
disponibilidad de oxigeno por los autores (Olivares-Bafiuelos et al., 2014). Por lo anterior que podemos
considerar que nuestros valores no representaron una condicién que comprometiera a los organismos
por niveles de OD bajos. También pudimos observar que el OD se redujo considerablemente a partir
del dia 19 del experimento en todos los tres tratamientos. La menor cantidad de OD en el agua pudo
deberse a una mayor actividad metabodlica en los mejillones, lo que pudiera ocasionar una mayor tasa

de respiracion, y por ende una depresién en los niveles de OD en los ultimos dias del experimento.
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Nuestros valores promedio del indice ARN/ADN presentaron valores muy bajos. Los valores
reportados para Mytilus californianus (Helmuth y Hofmann, 2001, Dahlhoff, 2004, Chicharo y
Chicharo, 2008) oscilan entre 1-7. No obstante, consideramos que sus estudios fueron realizados en
campo y con mejillones maduros sexualmente (a partir de 55-60 mm, con la génada madura). Nuestro
estudio se realiz6 con mejillones juveniles en un intervalo de talla de 11-12 mm. En el caso de otras
especies sometidas a condiciones de estrés en laboratorio los indices han sido més bajos, estos valores
corresponden dentro del intervalo que obtuvimos en nuestra investigacion (0.02-1). Diversos autores
reportan para condiciones experimentales rangos diferentes en el indice, por ejemplo, un intervalo del
indice ARN/ADN de 0.210-1.667 en Dendraster excentricus (Olivares-Bafiuelos et al., 2014), 0.252-
5.33 en el copépodo Calanus finmarchinus (Wagner et al., 1988), crustdceos sometidos a estrés por
alimentacién 1.5 (Dahlhoff, 2004), 1.28+0.13 para larvas de peces (Clemmesen 1993) y 1.33 -0.52 en
coral Poccillopora capitata (Delgadillo-Nufio, 2014). Estos autores proponen que en condiciones de
estrés los organismos tienden a disminuir sus tasas metabdlicas, lo que se ve reflejado en un indice méas
bajo. Los valores del indice ARN/ADN que obtuvimos se observaron en un intervalo entre 0.08 y 0.2.
Los valores mayores se presentaron en el tratamiento de 18 y 23°C para PB. Esta respuesta puede
asociarse a un aumento de actividad metabdlica, lo que concuerda con la disminucion del OD
mencionado con anterioridad. A pesar de que las diferencias de los indices no fueron estadisticamente
significativos y la interpretacion se basa en la tendencia de los valores.

Para que nuestro indice ARN/ADN pudiera proporcionarnos mayor informacion del comportamiento
fisiolégico y metabdlico de los mejillones se requiere al menos que las extracciones de acidos nucleicos
se realicen con la mayor frecuencia posible, para poder obtener una respuesta sélidamente
representada, ademas de incrementar el nimero de réplicas para cada tratamiento. Nuestros datos solo
permitieron observar la ultima fase del experimento por lo cual fue mas complejo integrar e interpretar

la informacion.
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@ Discusién

Para poder someter a un mejillén a condiciones de estrés térmico real y poder evaluar la respuesta
fisioldgica es necesario primero conocer la tolerancia térmica del organismo, tanto en agua como en
condiciones de exposicion aérea, ademas de considerar que estos factores son distintos a lo largo de su
zona de distribucion. En el trabajo descrito por Logan et al., (2012), reportd el punto critico de
tolerancia térmica de 37.8+0.9°C para Muytilus californianus con un intervalo de talla de 5-7 cm con
mejillones recolectados en Punta Morro. Lo que nos puede dar una idea de la amplia tolerancia de esta
especie al aumento de temperatura y asi, poder inferir que los tratamientos experimentales a los que
sometimos a los mejillones no representaron condiciones de estrés térmico. Es importante resaltar que
la obtencidn del crecimiento total de la concha nos proporcioné un panorama morfoldgico, y en caso de
que el cuerpo del mejillon inmerso en la cocha hubiese presentado un aumento de peso mayor que el de
la concha, no nos fue posible observarlo pues el peso que incluimos como variable de respuesta incluye
las valvas.

El valor promedio de temperatura y los valores extremos registrados para los tratamientos se muestran
en la Tabla X. Los valores extremos pueden deberse a oscilaciones en el sistema de aire acondicionado
del laboratorio donde se encontraba en proceso el experimento, sin embargo la temperatura promedio

se mantuvo en el intervalo de la temperatura experimental propuesta.

Tabla X. Promedio y desviacion estandar de la temperatura registrada por medio de termografos, durante todo el
experimento. También se muestran los maximos y minimos para cada tratamiento.

Tratamiento Temperatura Minima Maxima
promedio °C °C °C
18°C 18.0 £0.76 14.3 194
21°C 21.6 +0.68 18.8 238
23°C 23.0+0.98 17.1 24.2

La sobrevivencia de los mejillones durante el experimento fue del 96% y solo un mejillon del
tratamiento de 21°C de PB murié después de un mes de transcurrido el experimento. Lo anterior nos
indicé que las condiciones a las que estuvieron sometidos no les representaron riesgo para su

supervivencia.
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2.7. Conclusiones

En el tratamiento control de 18°C se observaron los valores més altos en el crecimiento de la
concha y ganancia de peso de los mejillones de BM y PB, en comparacion con el resto de las
temperaturas experimentales.

En el tratamiento de 21°C los mejillones de PB presentaron los valores mas altos en la ganancia
de peso total, pero los valores menores en el crecimiento del largo de la concha, sin embargo, se
consider6 que la temperatura experimental pudo ser favorable para la ganancia de peso.

Los mejillones de PB y BM presentaron los valores menores en el crecimiento de la concha en
el tratamiento de 23°C, sin embargo los valores mayores en la ganancia de peso, y el valor del
indice ARN/ADN maés elevado que el resto de los tratamientos lo que se asocié con un aumento
del metabolismo.

En el indice ARN/ADN indicé para los mejillones de BM una actividad metabolica mas baja en
los tres tratamientos, no obstante no comprometié el aumento de talla y ganancia de peso,
mientras que los de PB los valores mas altos del indice, en ambos casos lo que lo que se asocid

a una actividad metabdlica elevada por los valores mas elevados de la ganancia de peso.
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2.8. Recomendaciones

v Realizar estudios de la temperatura corporal, durante marea alta y baja en mejillones
provenientes de poblaciones localizadas a diferentes latitudes para poder conocer la respuesta
de éstos organismos en escenarios futuros modulados por el cambio climatico.

v Se sugiere estudiar la tolerancia al estrés térmico, para conocer mejor la fisiologia de M.
californianus, distribuidos en la costa occidental de Baja California.

v Considerar estudios futuros en condiciones experimentales de laboratorio en los que se incluyan
distintas etapas del desarrollo del mejillon.

v/ Tomar en cuenta otras variables de respuesta, donde pueda observarse con mayor claridad la
respuesta morfoldgica del mejillon, como el indice de condicion y rendimiento.

v Evaluar la respuesta de los mejillones sometidos a estrés térmico aéreo, simulando condiciones
de marea baja y de marea alta, mediante estres térmico del agua.

v Aumentar el nimero de réplicas en el experimento para disminuir la desviacién estandar.

v Establecer un sistema de fotoperiodo que simule las condiciones naturales de los organismos.

v En caso de utilizar el indice ARN/ADN como bioindicador, realizarlo con la mayor frecuencia
posible durante el periodo del experimento, para tener informacion mas continta de la

variabilidad de su respuesta.
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Capitulo IV

Conclusiones Generales

La distribucion del mejillon Mytilus californianus en la costa occidental de Baja California esta
influenciada por el Sistema de la Corriente de California, el cual le confiere caracteristicas
oceanogréficas particulares a la costa, y por ende a los intermareales rocosos donde habita esta especie.
Principalmente los mejillones se someten a variaciones de temperatura y disponibilidad de alimento, es
decir a eventos de surgencias.

El resultado de esta investigacién, donde se sometié a mejillones juveniles de M.californianus a
variaciones de temperatura en laboratorio y campo, evidencié su capacidad para soportar temperaturas
mas elevadas a las de su sitio de origen. Sin embargo, el indice ARN/ADN, utilizado como indicador
de la condicidn fisioldgica del mejillén, mostré un decremento en la actividad metabdlica cuando las
temperaturas fueron mayores a las de su sitio de origen, no obstante eso no comprometio el crecimiento
de la concha y la ganancia de peso. En ambos experimentos consideramos que el indice ARN/ADN es
un buen indicador de la condicién fisiologica del mejilléon.

El experimento realizado en laboratorio nos permitié evaluar la condicion del mejillon a nivel micro
escala con la temperatura controlada, con lo que concluimos que se necesita conocer el punto critico de
la tolerancia méxima a la temperatura de un mejillon, es decir, someterlo a temperaturas mas elevadas
que las de su sitio de origen, hasta que su condicion fisioldgica decaiga completamente, con la finalidad
de conocer sus limites de tolerancia térmica. Ademas de que las fluctuaciones de la marea le confieren
exposicion a la temperatura ambiental durante marea baja y exposicion a la temperatura superficial del

mar en marea alta, ésta Gltima condicion fue en la que se centr6 nuestro trabajo.
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En el experimento de trasplantes observamos una aproximacion a nivel mesoescala, permitiéndonos
analizar in situ el comportamiento de las variables ambientales del sitio de trasplante y su influencia en
el crecimiento y fisiologia del mejillon, en el cual observamos una marcada diferencia entre el
crecimiento y ganancia de peso de mejillones nativos y trasplantados, lo que nos indicd una respuesta
asociada a las condiciones ambientales. Lo anterior también puede considerarse un evento de
aclimatacion para los organismos. Por ende, podemos inferir que Mytilus californianus es una especie
con una alta plasticidad fenotipica que le confiere la capacidad de vivir en ambientes con condiciones
oceanogréficas versatiles y muy posiblemente, habilitar a algunas de sus poblaciones a responder al
cambio global que sufre el planeta

Ambos experimentos realizados en este trabajo permitieron acceder a una ventana del conocimiento de
la respuesta del mejillon a las variaciones de temperatura, sin embargo aun queda mucho trabajo por
realizar a diferentes escalas, para poder tener una respuesta mas completa y clara acerca del futuro de
esta especie icono de las costas de Baja California, en escenarios futuros del calentamiento global y

Acidificacién del Océano.
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Anexo

Anexo 1.1. Series de Tiempo (2003-20013) de la TSM (a) y la concentracidon de clorofila a (b), mediante datos satelitales del sensor MOIS aqua.
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Anexo

Anexo 2.1 Protocolo de extraccion de acidos nucleicos mediante el método con TRIZOL®©

+ Extraccion de RNA con TRIZOL®©: Protocolo modificado por el M.C. Alejandro Delgadillo Nufio

» Homogenizar 50 — 100 mg de tejido en 500 — 1000 pl de TRIzol

Las muestras pueden ser almacenadas de -60 a -70°C (~ un mes)

Preparar en hielo

Incubar 5 min temperatura ambiente (TA).

Agregar 100 — 200 pul de cloroformo.

Agitar invirtiendo el tubo e incubar 3 min a TA.

Centrifugar a 12,000 g/15 min 4 °C.

Transferir fase acuosa a un tubo de 1.5 ml (~50 % del volumen total)

Reservar fase organica para la extraccion de DNA.

Agregar 250 — 500 pl de isopropanol.

Precipitar a -20 °C durante la noche.

Centrifugar 12,000 g/15 min 4 °C, retirar sobrenadante.

Agregar 500 — 1,000 ul de 75% etanol (en H,O DEPC).

Centrifugar 7,500 g/5 min 4 °C, retirar sobrenadante.

Secar RNA 5 — 10 min (no secar completamente)

Resuspender el RNA en H,O libre de RNasas, de acuerdo al tamafio del pellet:
o 1mm:50upl
o 3 mm: 100 pl
0o 5 mm: 300 pl

Incubar 5 — 15 min a 55 - 60 °C.

Mezclar, realizar alicuotas del vol. total y una dilucién 1:10 y almacenar a -70 °C.
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+ Extraccion de DNA con TRIZOL®©

e Remover cuidadosamente cualquier remanente de la fase acuosa.

e Almacenar fase organica a 4 °C durante la noche.

e Agregar 300 ul de 100% etanol.

e Agitar invirtiendo tubo e incubar 2 — 3 min a temperatura ambiente (TA).
e Centrifugar a 2,000 g/5 min 4 °C.

e Transferir sobrenadante a un tubo de 2 ml para la extraccion de Proteina o descartar.

e Lavar con 1,000 ul de 0.1 M citrato de sodio (en 10% etanol).

e Incubar 30 mina TA, invirtiendo ocasionalmente.

e Centrifugar 2,000 g/5 min 4 °C.

e Decantar sobrenadante y repetir lavado (repetir 2 veces en caso de pellets > 200 pg).
e Resuspender pellet en 1,500 — 2,000 pl de 75% etanol.

e Incubar 10 — 20 min a TA, invirtiendo el tubo ocasionalmente.

e Centrifugar 2,000 g/5 min 4 °C y decantar sobrenadante.

e Eliminar exceso de etanol, invirtiendo el tubo sobre papel con la tapa abierta 5 min.
e Secar DNA 5 - 10 min (no secar completamente).

e Resuspender DNA en 8 mM NaOH (usar 40 mM, si solo se busca cuantificar).

e Resuspender de acuerdo al peso inicial del tejido: 50 — 70 mg: 300 — 600 pl

e Incubar5 —15mina55-60 °C.

e Centrifugar 12,000 g/10 min 4 °C para sedimentar cualquier material insoluble.

e Realizar una dilucién en H,Odd estéril para la cuantificacion.

e Ajustar DNA stock para PCR a 8.4 pH con Buffer 0.1 mM HEPES y 1 mM EDTA

Agregar 66 pl de Buffer HEPES por cada 1,000 pl de 8 mM NaOH, almacenar a -20°C.
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Anexo

Anexo 3.1. Resultados del Analisis de Varianza paramétrico para cada una de las variables biométricas consideradas en el estudio. Se
incluye el valor de F caculado, €l valor critico en caso de ser > que la F se rechaza la Ho. Se puede observar el valor de P para cada
comparacion, asi como su prueba a posteriori que corresponde a una prueba t, en caso de resultar diferencias significativas, es decir Ha

aceptada ().
Parametro Mes evaluado  Fealculado valor critico pP ZZ ; 4p o‘?;?,nom Conclusion
Mayo 1.30 2.61 0.26 Ho X =
Largo

Agosto 1.01 2.69 0.39 Ho X =
Junio 5.20 2.76 0.00 Ha PB** PM* +#

Ancho Julio 4.03 2.76 0.01 Ha ERE* #
Agosto 3.45 2.69 0.02 Ha BM** ERE** ++

Junio 3.54 2.76 0.02 Ha pPB*** #
Alto Julio 9.02 2.69 0.01 Ha ERE*** PB* ++
Agosto 3.12 3.12 0.03 Ha ERE** PB* ++

1 1.21 2. .32 H =

Peso himedo Junio 76 0.3 o) X

Agosto 0.60 2.69 0.61 Ho X =

Mayo 1.68 2.71 0.19 Ho X =

Peso seco Junio 2.88 2.76 0.04 Ha PB* #

Agosto 0.41 2.79 0.75 Ho X =

Mayo 1.71 2.71 0.18 Ha PB* +

Junio 5.21 2.76 0.00 Ha PB*** +

Peso seco concha

Julio 8.80 2.76 0.00 Ha ERE*** PB* +#

Agosto 0.38 2.79 0.77 Ho X =

Poso himedo d Junio 0.19 2.76 0.91 Ho X =

e & Julio 4.89 2.76 0.00 Ha ERE*** 4

Agosto 1.57 2.79 0.21 Ho X =
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Anexo

Anexo 3.1. Resultados del analisis no paramétrico Kruskal Wallis, para cada una de las variables biométricas consideradas en el estudio, se
incluye el valor de Hcarculado, €l Valor critico en caso de ser > que la H, se rechaza la Ho. EI P valor considerado en esta prueba es P<0.05, para
los casos dénde se encontraron diferencias significativas. Se puede observar el resultado de la prueba a posteriori Wilcoxon en caso de
resultar diferencias significativas es decir Ha aceptada.

valor

Ho =

Parametro Hipotesis  Hcalculada critico X2 Ha A posteriori  Conclusion
Mayo 12.75 7.81 Ha = =
Largo Junio 0.18 7.81 Ho X =
Julio 12.14 7.81 Ha ERE*** #
Mayo 146.98 7.81 Ha BM*** pB*** ++
Ancho ‘
Julio 10.10 7.81 Ha ERE* #
Al Mayo 179.59 7.81 Ha ERE*** PB*** ++
)
Julio 20.49 7.81 Ha ERE*** PB** ++
, Mayo 65.24 7.81 Ha PB*** £
Peso humedo .
Julio 16.10 7.81 Ha ERE** #
Peso seco Julio 15.40 7.81 Ha ERE** PB*** + +
Peso seco %
concha Mayo 14.70 7.81 Ha PB #
Julio 17.73 7.81 Ha ERE*** PB* +#
Peso hiimedo Mayo 15.88 7.81 Ha BM* #
de la carne Agosto 25.93 7.81 Ha ERE* +
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Anexo

Anexo 3.2a. Ecuaciones de la regresion lineal para los parametros morfométricos Largo, Ancho y Alto y su R2 correspondiente.

Sitio Largo R? Ancho R2
BM y=1.4448x +17.171 0.9964 y =0.8348x + 8.5796
ERE y=1.7632x +17.121  0.7887 y=0.9658x + 8.9937
PB y=1.7683x + 16.885 0.9996 y=0.8407x+ 9.7377
PM y=1.8169x + 16.953 0.9953 y =1.0568x + 8.9788

Alto

R2

0.987 y=0.3969x + 7.4435 0.89
0.86 y=0.4831x+ 7.5188 0.9101
0.996 y=0.5508x +6.4725 0.9791

0.886 y=0.443x + 7.4433 0.8866

Anexo 3.2b. Ecuaciones de la regresion lineal para los parametros de Pst, Psch, Pht, Phcr y su R2 correspondiente.

Sitio
BM
ERE
PB
PM

Peso seco total
y =0.1451x + 0.344
y =0.14x + 0.3752
y=0.1667x + 0.2156

y = 0.1823x + 0.2753

R2
0.9742
0.9415
0.9649

0.9755

Peso seco concha
y =0.1422x + 0.3305
y = 0.1384x + 0.3648
y =0.1539x + 0.1935

y=0.1711x + 0.2495

R?
0.985
0.763
0.944

0.975

Peso himedo total
y = 0.1728x + 0.7823
y =0.2302x + 0.7391
y =0.2269x + 0.55629

y = 0.2262x + 0.6689

R2
0.9503
0.6472
0.9976

0.9977

Peso hiimedo carne
y = 0.0689x + 0.0501
y =0.0631x + 0.0859
y =0.0687x + 0.0717

y = 0.0659x + 0.0812

R2
0.9924
0.6748
0.9995

0.9948
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Anexo

Anexo 3.3. Valores de los coeficientes de correlacion del Analisis de Componentes principales para las variables ambientales y
biométricas.

Punta Punta
Variable | Bajamar Eréndira Baja Morro
CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2
Lt 0.307 0.074 0.308 -0.11 | 0.307  -0.015 | 0.308  0.032
An 0.305 0.007 0.31 .0.019 | 0.306  -0.008 0.3 -0.195
Al 0.298 -0.074 0.31 0.045 0.305 0.104 0.299 -0.216
Pst 0.304 0.105 0.307 0.128 0.304 0.137 0.308 -0.046
Psch 0.307 0.041 0.306 -0.104 0.301 0.127 0.299 0.219
Pht 0.305 -0.093 0.298 -0.212 0.307 0.01 0.306 0.121
Phcern 0.308 0.02 0.3 -0.223 0.307 -0.004 0.304 0.144
Temp 0.303 -0.103 0.307 0.116 0.3 -0.2 0.307 -0.092
Clorofila -0.298 0.214 -0.297 -0.029 -0.284 0.306 -0.294 0.187
pH -0.063 -0.925 0.008 -0.843 -0.098 -0.871 -0.063 -0.855
Oxigeno D -0.301 -0.179 -0.271 -0.371 | -0.302  -0.072 | -0.298  -0.177
ARN:ADN 0.273 -0.153 -0.3 -0.035 -0.277 0.238 -0.286 0.15
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