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Abstract

Polyploidy is a biotechnology that in the last decade had provided
with an improvement method for mollusks in aquaculture. Triploids have
three sets of chromosomes rather than the two carried by diploids. The third
set has an effect on chromosomes synapsis, producing sterility during
reproduction. That sterility is the most accepted cause for the better growth
seen in triploids. Artificial induction to triploidy has some problems, which
can be solved by the existence of tetraploids, which could be mated to
diploids to produce biological triploids. Control strategies based on
prevention of disease and methods that slow the spread of such diseases.
Therefore, proper management of diseases affecting the tomato crop,
knowledge and understanding of the diagnosis and its infectious cycle is vital
and to establish effective control measures.However, the literature is limited
when it comes to auscultating information related with the poliploidia in
mollusks, it’s origin and the multiple biotechnologies that develop
contemporary. This study was conducted to assess and meet the trend of
existing research on polyploidy in commercially important shellfissh.
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Resumen

La poliploidia ha sido una de las biotecnologias més empleadas en la
ltima década para el mejoramiento genético de moluscos bivalvos por ser
una de las mejores alternativas a corto plazo para incrementarla produccion.
Los organismos triploides presentan tres juegos completos de cromosomas
homélogos que afectan la sinapsis, lo cual da como resultado una esterilidad
parcial o total, la cual tedricamente repercute favorablemente en el
crecimiento. Sin embargo, la induccién a la triploidia presenta algunos
problemas que podrian resolverse con la disponibilidad de tetraloides para
producir triploides biol6gicos.Sin embargo, la literatura es escasa cuando se
trata de auscultar informacion relacionada con la poliploidia en moluscos, su
origen 'y las multiples biotecnologias que se desarrollan
contemporaneamente. El presente trabajo se realizd con la finalidad de
valorar y conocer la tendencia de las investigaciones sobre la Polyploidia en
Moluscos de Importancia Comercial.

Palabras clave: Moluscos, Triploidia, Tetraploidia.

Introduccion

Historia-origen de los primeros estudios(Triploidia en
moluscos).Las primeras referencias de la obtencion de moluscos triploides
se remontan a 1979, cuando John G. Stanley, Stan Allen y H. Hidu evaltdan
la induccion a la triploidia en la ostra americana Crassostrea virginica
(Stanley, 1981). Los resultados reportados por Stanley y colaboradores
fueron los primeros reportes de literatura cientifica de triploides bivalvos
viables. Con el apoyo de la NSF, el conocimiento de bivalvos triploides fue
expandido. De 1983 a 1986 en la Universidad de Washington, en
cooperacion con Coast Oyster Company y Wescott Bay Sea Farms, los
resultados obtenidos en estudios acerca de la biologia y produccién de
ostiones triploides de Crassostrea gigas, elevaron a escalamiento de su
produccion a niveles comerciales (Stanley et al., 1981; Allen, 1988).

Meétodos de induccion a la triploidia.La induccion artificial a la
triploidia en bivalvos y gasteropodos es posible de realizar, debido a que en
hembras de estos organismos los gametos femeninos liberados al medio son
ovocitos primarios. Esto es, la meidsis, proceso mediante el cual ocurren las
reduccidnes cromosomicas, para formar gametos haploides, esta detenida
antes de que ocurra cualquiera de las dos reducciones cromosémicas. Al
entrar el esperma y permanecer como un pronucleo independiente del nucleo
del ovocito, el proceso meidtico del ovocito es reactivado para culminar con
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la formacidn de ovocitos haploides después de la formacién de dos cuerpos
polares. La triploidia ha sido inducida por diferentes tipos de tratamientos,
agrupados en “fisicos” o “Quimicos”. Los tratamientos fisicos comprenden
choques de temperatura y presion hidrostatica, mientras que los quimicos
involucran el uso de compuestos como la citocalasina-B o 6-
dimetilaminopurina. Dadas las caracteristicas de la meiosis en estos
organismos, los tratamientos pueden ser aplicados ya sea durante la meiosis |
(MI) o meiosis Il (M), con fines de bloquear la formacion del primer (MI)
0 segundo cuerpo polar (MII). Todos estos métodos buscan prevenir la
division citoplasmica que tendria como consecuencia una reduccion
cromosomica. El resultado de inhibir la division citoplasmica es un ovocito
cuyo pronucleo femenino sera diploide y la posterior “singamia” (fusion del
pronucleo femenino y masculino) con un pronutcleo masculino haploide
permitira la formacion de un cigoto triploide (Beaumont y Fairbrother,
1991).

Los choques de temperatura y la presion hidrostatica actdan de forma
similar en evitar la division citoplasmatica. La temperatura promueve que se
disuelvan las fibras del huso cromatico que separa los cromosomas dentro de
la célula, evitando asi la formacion del cuerpo polar al no ocurrir la division
cromosOmica. La presion hidrostatica inhibe la formacion 6 extrusion de los
cuerpos polares por la misma presion ejercida sobre la pared celular del
ovocito (Downing, 1987, citada por Allen et al., 1989). En el caso del uso de
la temperatura, en la induccion a la triploidia en moluscos los ovocitos son
sometidos a choques tanto frios como calientes, segun la especie (Yamamoto
y Sugawara, 1988; Canello et al., 1992; Toro et al., 1995a; 1995b). En lo
que respecta a la presion hidrostatica, el método en moluscos consiste en
someter los ovocitos a choques de presion hidrostatica que puede variar de
6000 a 8000 psi (Allen et al., 1986).

Multiples estudios en moluscos con ambos métodos han demostrado
que los tratamientos quimicos con sustancias como la citocalasina-B (CB)
son los més efectivos en inducir un alto porcentaje de triploides, por lo que
en la actualidad este método es el mas utilizado. La CB, un compuesto
originalmente desarrollado como un antibidtico, actia inhibiendo la
polimeracion de la actina que produce el anillo contractil para la formacion
de los cuerpos polares inhibiendo asi la reduccion cromosémica (Longo,
1972). La CB es hidrofébica, por lo que para lograr que penetre en el
ovocito, se disuelve en dimetilsulfoxido (DMSQO) como una solucion
transporte. Los ovocitos fertilizados son expuestos a esa solucion a
concentraciones y tiempos variables. En moluscos diferentes concentraciones
de CB y tiempos de aplicacion han sido evaluadas para multiples especies
(Tabla 1). Los tiempos de aplicacion varian dependiendo de cuél reduccion
cromosomica se pretende inhibir (la asociada con Ml o la de M), asi como
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también depende de los tiempos exactos después de la fertilizacion en que
cada una de esas reducciones cromosomicas ocurren. Otro quimico utilizado
en la induccion a la triploidia es el 6-Dimetilaminopurina, el cual actGa de
forma diferente que la CB, ya que ataca la organizacion y depolimerizacion
de los microtubulos que forman el huso acromatico y sobre los filamentos
corticales. Esto induce al bloqueo del movimiento de los cromosomas
inhibiendo la anafase y la formacién de cuerpos polares (Desrosier et al.,
1993; Gérard et al., 1994b; Brake et al., 2002).

Otros compuestos quimicos como la cafeina y el calcio, los cuales
actuan sobre la polimerizacion y depolimerizacion de microtubulos, han sido
también evaluados para la induccién a la triploidia, observando que en
general su éxito es bajo (Beaumont y Fairbrother, 1991).

El grupo de Genética Acuicola del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste S.C. (CIBNOR), publico un Manual practico para la
nduccion a la triploidia con Citocalacina B en el ostion Japonés Crassostrea
gigas (Ibarra-Humphries et al., 2008). Recientemente Melo et al. (2015),
evaluaron métodos fisicos y quimicos para la induccion a la triploidia en la
misma especie y Suquet et al. (2016) determinaron la calidad de los gametos
en el ostidn triploide Crassostrea gigas.

Especies de moluscos inducidas a la triploidia utilizando
citocalacina-B (CB).La triploidia ha sido inducida en abulones, almejas,
mejillones, ostiones, ostras y pectinidos o escalopas (Tabla I). En haliotidos
0 abulones, se ha evaluado el uso de CB en Haliotis midae, alcanzando un
éxito de 70.9 % (Stepto y Cook, 1998). Otras especies de abulones donde se
ha inducido la triploidia es Haliotis rufescens, Haliotis rubra (Leach, 1814)
y la especie Haliotis laevigata (Donovan) (Maldonado-Amparo et al., 2001;
Liu et al., 2004; Dusten et al., 2007). En un grupo de almejas, los miidos, se
evalu6 en Mya arenaria la CB, obteniendo porcentajes de 75 a 100% de
triploidia (Allen et al., 1982). En mejillones ¢ mitilidos, como Mytilus
edulis y M. galloprovinciallis se han obtenido porcentajes de triploidia de
38-86% (Beaumont y Kelly, 1989; Scarpa et al., 1994). EIl principal grupo
donde se ha trabajado mas ampliamente la induccion a la triploidia es en los
ostiones 0 ostréidos, incluyendo a Crassostrea virginica, C. gigas, Ostrea
edulis y Saccostrea commercialis, en las cuales se han alcanzado porcentajes
de triploidia desde 16 hasta 100%. Los mejores resultados en este grupo se
han obtenido con concentraciones que van de 0.5 a 1.0 mg/L de CB, donde
se han alcanzado éxitos a la triploidia de 94-100 % (Allen y Bushek, 1992;
Allen y Downing, 1986; Barber y Mann, 1991; Barber et al., 1992;
Desrosiers et al., 1993; Downing y Allen, 1987; Gerard et al., 1999; Gerard
et al., 1994b; Hawkins et al., 1994; Nell et al., 1994; Nell et al., 1996;
Stanley et al., 1981; Stanley et al., 1984; Supan et al., 2000). El segundo
grupo donde existe un gran numero de trabajos reportados es en los
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pectinidosé escalopas, como Argopecten irradians, A. ventricosus, Chlamys
varia, Pecten maximus; Placopecten magellanicus y Nodipecten subnodosus.
Los porcentajes més elevados de triploidia los obtuvo Ruiz-Verdugo et
al.(2001a), utilizando 0.5 mg/L de CB, realizando las inducciones en forma
individual por familia. Se observé que no en todas se obtuvo el 100%, lo
que indica que el éxito a la triploidia depende no solo de la concentracion y
duracion del tratamiento, si no de otros factores asociados a cada desove, un
factor discutido por pocos autores (Baron et al., 1989; Beaumont, 1986;
Jackson et al., 2002; Ruiz-Verdugo et al., 2000; Ruiz-Verdugo et al., 2001a;
Maldonado-Amparo et al., 2004). En los pteridos & ostras perleras, como
Pinctada fucata martensii, se han alcanzado valores de éxito a la triploidia
de 52 a 100%, (Jiang et al., 1993; Uchimura et al., 1989; Wada et al., 1989).
El tercer grupo donde se han realizado trabajos de induccion a la triploidia es
en otro grupo de almejas, los venéridos, como Ruditapes philippinarum y
R.decussatus, en las cuales se ha tenido un éxito de 36 a 85 %, (Dufy y Diter,
1990; Gerard et al., 1994a; Gosling y Nolan, 1989; Nell et al., 1995; Utting y
Child, 1994; Utting y Doyou, 1992) (Tabla I).

Caracteristicas generales del triploide. Gametogénesis y esterilidad.
La gametogénesis en moluscos triploides ha sido catalogada en dos formas,
como retardada, (implicando una ovogénesis y espermatogenesis con un
desarrollo atrasado pero similar a los diploides) (Eversole et al., 1996; Cox et
al., 1996; Allen y Downing, 1991; Allen et al., 1986; Tabarini, 1984), y
como arrestada (Ruiz-Verdugo et al., 2000; Kiyomoto et al., 1996; Barber y
Mann, 1991).El rasgo mas importante de los organismos triploides es el
pobre desarrollo gonadico, el cual puede variar entre, e incluso dentro de,
especies (Beaumont y Fairbrother, 1991), produciendo ya sea una esterilidad
parcial (gametogénesis reducida con produccién de algunos gametos) o total
(gametogénesis inhibida sin produccion de gametos). La esterilidad es una
consecuencia de una sinapsis irregular cuando tres juegos de cromosomas
homélogos ocurren en un organismo durante la profase de la meiosis |
(Thorgaard, 1983; Allen, 1987a). Esta condicion de esterilidad en especies
de importancia comercial es importante, ya que ha sido demostrado que
produce ventajas sobre los diploides, como son el presentar una mayor tasa
de crecimiento, mejor calidad de la carne y mejor sabor (Allen y Downing,
1986; Allen y Downing, 1991; Beaumont y Fairbrother, 1991).

La esterilidad total no ocurre en todos los moluscos. Cuando la
esterilidad no es total, la fecundidad y el potencial reproductivo de los
triploides puede ser estudiado como ha sido para algunas especies, como
Mya arenaria (Allen et al., 1986), Mulinia lateralis (Guo y Allen, 1994a),
Crassostrea gigas (Guo y Allen, 1994b; Guo y Allen, 1997), Ruditapes
philippinarum (Utting et al., 1996), Saccostrea commercialis (Cox et al.,
1996) y Argopecten ventricosus (Ruiz-Verdugo et. al., 2001a; 2000). En
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estos estudios se ha observado que los organismos triploides no son
completamente estériles. Por ejemplo, para Crassostrea gigas la fecundidad
de un triploide se estim6 que se reduce en 92 a 98 % con relacién a la
fecundidad de los diploides (Guo y Allen, 1994b); en Argopecten ventricosus
el triploide presenta una reduccion del 82% de la fecundidad del diploide
(Ruiz-Verdugo et al., 2001a), y en Ruditapes philippinarum se estimé una
reduccion de fecundidad del 68% con respecto a los diploides (Utting et al.,
1996). Otras especies con esterilidad parcial son Mercenaria mercenaria y
Pinctada martensii (Eversole et al., 1996; Komaru y Wada, 1990).

Por otro lado, se ha observado que algunas de las especies evaluadas
para fertilidad, solo un sexo es capaz de desarrollar gametos. Por ejemplo en
Argopecten ventricosus, a pesar de ser un organismo hermafrodita funcional
como diploide, en triploides de un afio de edad se encontré la parte
masculina degenerada, desarrollandose sélo génada femenina (Ruiz-Verdugo
et al., 2000). La importancia de este resultado radica en el hecho de que uno
de los problemas principales en estudios de ploidia de esta especie ha sido la
inhabilidad de separar gametos de diferente sexo totalmente, ocurriendo
generalmente como consecuencia la autofecundacion de un cierto porcentaje
de los ovocitos. Con la disponibilidad de organismos triploides que
desarrollan s6lo un tipo de gameto (femenino), ese problema podra ser
minimizado durante la produccion de tetraploides de esta especie.
Relacionado con la misma especie, existen resultados sobre el efecto de la
triploidia en la estructura y abundancia de diferentes estadios de desarrollo
gametico en la almeja Catarina: caracteristicas ultraestructurales de la
espermatogénesis en diploides y triploides (Maldonado-Amparo et al.,
2002a) y un analisis comparativo de la frecuencia del tipo de ovocito
diploide y triploide como indicador del arresto mei6tico (Maldonado-
Amparo et al., 2002b).

Condicién fisioldgica /Composicion bioquimica de los triploides.
Previo a la gametogénesis, y cuando el alimento es abundante, en los
moluscos se realiza un almacenamiento de lipidos, proteinas y glucégeno, las
cuales son canalizadas posteriormente para la reproduccién (Barber y Blake,
1991; Sphigel et al., 1992). Debido a la condicién de esterilidad parcial en
los triploides, se han realizado varios estudios con diferentes especies de
moluscos para evaluar el uso de las reservas energéticas para la
gametogénesis en triploides versus diploides. Por ejemplo, en Crassostrea
gigas se ha observado que en diploides el contenido de glucégeno disminuye
constantemente durante el proceso de gametogénesis, alcanzando el nivel
méas bajo durante el periodo de desove, mientras que en triploides el
contenido de glucdgeno fue significativamente mas grande durante el mismo
periodo (Allen y Downing, 1986; Allen, 1987b; Akashige y Fushimi, 1991,
Shpigel et al., 1992). Los mismos resultados han sido obtenidos en otras
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especies de ostion, como el ostidn Australiano, Saccostrea commercialis
(Nell et al., 1994). En triploides de la almeja Ruditapes philippinarum se han
observado diferencias significativas en el contenido de lipidos (Shpigel y
Spencer, 1996), 6 de lipidos y carbohidratos (Utting et al., 1996). En
pectinidos como Argopecten irradians, el contenido de glucdgeno en
musculo aductor de triploides es mayor que en diploides (Tabarini, 1984),
mientras que en triploides de Argopecten ventricosus el contenido de
carbohidratos en masculo no indico un almacenamiento de esta forma de
energia en el musculo aductor (Ruiz-Verdugo et al., 2001b) a pesar de
observarse una esterilidad parcial en los triploides, asi como una ventaja en
crecimiento sobre los diploides. Palacios et al. (2004), realizaron la
comparacion de la composicion bioquimica e hipertrofia del musculo
aduptor asociado con el ciclo reproductivo de diploides y triploides de
Argopecten ventricosus. Racotta et al. (2008), para la almeja mano de leon
Nodipecten subnodosus, compararon la composicion bioquimica en grupos
de diferentes niveles de ploidia para soportar la hipoétesis fisioldgica de la
ausencia de ventaja en crecimiento en moluscos triploides en ambientes ricos
en alimento.

Crecimiento. En el grupo de los Ostréidos (Crassostrea gigas,
Crassostrea virginica, Ostrea edulis, Saccostrea commercialis), especies
para las cuales existe la mayor cantidad de estudios comparativos de
crecimiento en triploides versus diploides, se ha observado que los triploides
presentan incrementos porcentuales en biomasa himeda de 29 al 80% sobre
los diploides (Barber y Mann, 1991; Akashige y Fushimi, 1991; Matthiessen
y Davis, 1992; Hawkins et al., 1994; Nell et al., 1994; Hand et al., 1998;
Landau y Guo, 1999; Ascencio-Michel, 2008; Normand et al., 2009; Callam
et al., 2016). El segundo lugar en estudios de este tipo lo ocupa el grupo de
los Pectinidos (Argopecten irradians, Argopecten ventricosus, Chlamys
nobilis, Chlamys farreri, Nodipecten subnodosus, Patinopecten yessoensis),
en donde se ha observado que los triploides presentan un incremento
porcentual respecto a los diploides de 32 a 81% en biomasa himeda, y un
incremento de 44 al 167% en masculo aductor (Tabarini, 1984; Komaru y
Wada, 1989; Ruiz-Verdugo et al., 2000; Yang et al., 2000; Maldonado-
Amparo et al., 2004; Meng et al., 2012). En el grupo de los Pteridos, en la
especie Pinctada martensii, los triploides presentaron un incremento
porcentual de 27 a 58% sobre los diploides en biomasa himeda (Jiang et al.,
1991). En el grupo de los Mactridos, la almeja Mulinia lateralis triploide
presenta un incremento en biomasa humeda de 72% sobre la almeja diploide
(Guoy Allen, 1994a). (Tabla 2).

Otras causas de un mejor crecimiento o talla en los triploides.
Entre las posibles causas de un mejor crecimiento en triploides con respecto
a los diploides estan la ya mencionada esterilidad parcial o total, y la
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consecuente canalizacion alterna de energia que seria utilizada para madurar
hacia el crecimiento somatico. Esta causa se planted primero en base a
observaciones en Crassostrea gigas (Allen y Downing, 1986). Dos hipdtesis
alternas han sido propuestas posteriormente para explicar el mayor
crecimiento en triploides. La primera propone la ocurrencia de un gigantismo
poliploide, causado por el incremento en tamafio celular debido a un
incremento en volumen celular sin reduccion del nimero de células en
organismos poliploides (Guo y Allen, 1994a). Esta hipdtesis, plantea que el
gigantismo poliploide puede presentarse solo en algunos érganos como el
musculo aductor, y su expresion puede ser afectada por factores ambientales.
La segunda hipdtesis alterna sefiala que la ventaja en crecimiento de los
triploides es debido a que estos tienen mayor heterocigosidad (alta variacion
alélica), debido a la probabilidad de llevar tres diferentes alelos en el mismo
locus comparado con los diploides. Esta hipdtesis fue planteada en
observaciones de Crassostrea virginica donde se produjeron triploides de
dos formas; inhibiendo el primer cuerpo polar 6 el segundo para comparar su
crecimiento por tres afios. Stanley et al. (1984) observaron que los triploides
derivados de la meiosis | presentaron mejor crecimiento debido a que
durante la evaluacion presentaron mayor heterocigosidad que los producidos
inhibiendo la meiosis Il. Por otro lado, Jeung et al., (2016), cuantificaron el
esfuerzo reproductivo del ostion del Pacifico triploide contrastado con los
diploides durante la fase de desove.

Problemética actual en la produccion de triploides. Regularmente
y como Yya se ha mencionado, los triploides son producidos en su mayor parte
por la inhibicion del segundo cuerpo polar utilizando citocalasina-B (Allen et
al., 1989). Sin embargo es importante sefialar que existen varias desventajas
en la produccién de triploides quimicos. La primera es que la CB es
considerada un quimico téxico y carcinogenico, por lo que requiere un
manejo cuidadoso. Aun mas, el uso de este quimico en algunos laboratorios
de moluscos esta bajo revision por la FDA en EUA (Pitts, 1994, citado por
Guo y Allen, 1994b). La segunda desventaja es que la eficiencia del método
de induccién actual, aunque ha mejorado, pocas veces resulta en el 100% de
triploidia, y depende de algunos factores ambientales por lo que Ila
incertidumbre en la eficiencia de induccién es una preocupacion continua
para el manejo de laboratorios (Allen et al., 1989). La tercera desventaja es
que el blogueo del segundo cuerpo polar con CB (o algunos otros agentes)
afecta negativamente la supervivencia y crecimiento inicial de los triploides
inducidos quimicamente (Chew, 1994; Guo y Allen, 1994a; Guo et al.,
1996). Finalmente la cuarta desventaja es que se ha observado que en
algunas especies los triploides producidos con métodos quimicos presentan
una reversion cromosémica en tallas grandes (Guo et al., 1996), lo cual ha
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resultado en la incapacidad de introducir triploides a zonas donde no son
nativos.

Todos estos problemas podrian ser evitados potencialmente si los
triploides fueran producidos bioldgicamente, esto es, por apareamiento de
tetraploides y diploides.

Historia-origen de primeros estudios de tetraploidia en moluscos
(Tetraploidia en Moluscos). El desarrollo de organismos tetraploides en
moluscos ha sido un proceso dificil, siendo la descripcion méas acertada de
este proceso la realizada por Chew (1994), quien sefiala que en 1988 el Dr.
Xi Ming Guo fue el primer interesado en el desarrollo de moluscos
tetraploides (ostras) durante sus estudios de postgrado con el Dr.
Hershberger y el Dr. Chew en la escuela de pesquerias de la Universidad de
Washington (UW). En esa época, después de mdltiples intentos de producir
tetraploides por medio de la inhibicion de la primera division celular, y con
logros Unicamente hasta estadio de larva “D”, la mayoria de la gente en el
campo penso que las ostras tetraploides eran inviables. Guo y sus colegas de
la Universidad de Washington iniciaron evaluando una variedad de métodos
de induccidn a la tetraploidia, incluyendo inhibicién de la mitosis I, bloqueo
del cuerpo polar I, ginogénesis y fusion celular (Guo et al, 1992a; 1992b;
Guo et al,. 1993; Guo et al., 1994). Todos los anteriores trabajos produjeron
niveles significantes de embriones tetraploides (19-95%), pero ninguno de
esos embriones sobrevivié a la talla adulta, y la mayoria raramente
sobrevivio a larva “D”. Durante esos experimentos se observo que los
embriones tempranos de tetraploides eran mas grandes que los normales
diploides, lo cual no es sorprendente, ya que las células tetraploides
contienen el doble de la carga cromosomica de los diploides, por lo que se
infirié que necesitan mayor citoplasma para ser funcionales. Esto llevo a Guo
y sus colegas a conseguir ovocitos grandes de ostion producidos por
diploides, pero se dieron cuenta que estos ovocitos presentan muy poca
variacion en talla. Durante estos estudios otros investigadores publicaron
resultados que abrieron el camino para el futuro desarrollo de tetraploides.
Stephens y Downing (1989), publicaron que los ovocitos de las ostras
triploides eran significativamente mas grandes que los de las diploides
normales, de lo cual surgi6 la idea de utilizar ovocitos de organismos
triploides para la obtencion de tetraploides. Paralelamente al analizar la
fecundidad de organismos triploides de ostion, Guo encontré que las
hembras triploides pueden producir un numero significante de ovocitos, y
que éstos presentaban divisiones meidticas posteriormente a la fertilizacion.
Estos dos resultados, mayor tamafio en ovocitos de triploides que los de
diploides, y la viabilidad meidtica de los ovocitos de triploides, permitieron
que a finales de 1990, Guo planteara la hipdtesis que establecia que los
tetraploides podrian tedricamente ser producidos bloqueando el primer
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cuerpo polar en ovocitos de triploides (fecundados con esperma haploide).
En el verano de 1992, Guo fue invitado por el Dr. Allen a la Universidad de
Rutgers, Haskin Shellfish Research Laboratory para investigar durante su
posdoctorado la genética y el potencial reproductivo de ostras triploides. Guo
y Allen (1994c) encontraron que las hembras triploides pueden producir de 1
a 4 millones de ovocitos, y observaron que aunque a una frecuencia baja, los
tetraploides podian ser producidos espontaneamente por apareamientos
naturales de hembras triploides y machos diploides. En 1993, Guo y Allen
probaron la hipotesis, produciendo tetraploides al bloquear con citocalasina
B el primer cuerpo polar en ovocitos de triploides fertilizados con espermas
haploides. Tres meses posfertilizacion estos investigadores obtuvieron 2,500
ostiones juveniles, de los cuales 67% fueron tetraploides, marcando estos
estudios el nacimiento de los primeros moluscos tetraploides (Guo y Allen,
1994b).

Meétodos de induccion a la tetraploidia. Antes del desarrollo de
Guo y Allen en 1994b, tres métodos de induccion a la tetraploidia fueron
evaluados en diferentes especies. El primer método involucra la produccion
incidental de tetraploides, inhibiendo la extrusion del primer cuerpo polar en
ovocitos derivados de reproductores diploides. En repetidos estudios se ha
demostrado que los embriones producidos por este método (con una
excepcion) no alcanzan a sobrevivir a semilla o talla adulta (Stephens y
Downing, 1988; Dufy y Diter, 1990; Gendreau y Grizel, 1990; Guo et al.,
1992a; 1992b; Scarpa et al., 1993; Allen et al., 1994; Cai y Beaumont, 1996;
Yang et al., 2000; Zhang et al., 2000). De acuerdo a Allen et al. (1994),
existe una especie Ruditapes philippinarum donde se han producido en
forma incidental tetraploides que sobrevivieron hasta la talla adulta. El
segundo método consiste en la inhibicion de la primera division celular
(mitosis I) en ovocitos derivados de reproductores diploides, fecundados con
espermas haploides, el cual tampoco ha mostrado resultados satisfactorios
(Dufy y Diter, 1990; Guo, 1991, citado por Guo y Allen, 1994b; Guo et al.,
1994; Yang et al, 1997). El tercer método es el ya descrito como el que ha
demostrado su factibilidad en la produccion de tetraploides, esto es,
utilizando ovocitos producidos por organismos triploides, los cuales son
fecundados con espermas de organismos diploides, e inhibiendo la extrusion
primer cuerpo polar pero permitiendo la liberacion del segundo cuerpo polar
(Guo y Allen, 1994b).Tetraploides viables a talla adulta han sido logrados en
dos especies, Crassostrea gigas (Guo y Allen 1994b) y Pinctada martensii
(He et al., 2000). Estos ultimos autores demostraron que la produccién de
tetraploides en Pinctada martensii también podia ser lograda utilizando el
método de Guo y Allen (1994b). Eudeline y Allen (2000), optimizaron la
induccién a la tetraploidia en el ostién del Pacifico Crassostrea gigas,
usando como indicador natural el primer cuerpo polar. Asi mismo, se
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realizaron evaluaciones de induccion a la tetraploidia en almeja Catarina
(Argopecten ventricosus) con tres modalidades con el fin de producir
tetraploides viables. En la primera, se indujo a la tetraploidia al inhibir la
extrusion del primer cuerpo polar en huevos producidos por diploides y
fertilizados con esperma haploide, lo cual produjo un porcentaje reducido de
larva D tetraploide, pero no resultdé en la presencia de semilla o adultos
tetraploides. En la segunda, se inhibio la primera division celular del cigoto,
resultando principalmente en larva anormal. Cuando la induccion a la
tetraploidia se realizd inhibiendo el primer cuerpo polar en huevos de
triploide s fertilizados con esperma haploide se obtuvo un alto porcentaje de
larva D tetraploide en una de las inducciones. De las progenies tetraploides
seis sobrevivieron a talla adulta. En base a lo anterior, para esta especie en
particular, la produccién de tetraploides debera centrarse en esta Ultima
modalidad (Maldonado-Amparo et al., 2003). Yang y Guo (2004), evaluaron
en Mulinia lateralis (Say 1822), el efecto de la duracion de la Citocalasina B
en la induccidn a la tetraploidia al inhibir la meiosis.

Caracteristicas generales del tetraploide. La caracteristica de mas
importancia que debe tener un tetraploide es el ser fértil, ya que esto
permitird el perpetuar su descendencia y producir los denominados
“triploides bioldgicos”. Guo et al. (1996) produjeron en el ostion
Crassostrea gigas triploides bioldgicos a partir de los tetraploides logrados,
evaluando comparativamente estos con triploides producidos con CB. Entre
los resultados mas significantes estuvo el hecho de que se logré eliminar en
esta especie uno de los problemas asociados con los triploides inducidos
quimicamente, ya que los triploides bioldgicos a 8 meses de edad eran 100%
triploides, mientras que en los triploides producidos con CB hubo reversion
cromosOmica, habiendo encontrado solo 46% triploides y 2% mosaicos
(diploide-triploide). Posteriormente Guo y Allen (1997), evaluaron la
gametogénesis, proporcion de sexo y el proceso meidtico en tetraploides,
triploides y diploides en Crassostrea gigas, encontrando que los tetraploides
alcanzaron la madurez sexual en un afio, presentando una relacion de sexos
aproximada de 1:1. En contraste con una frecuencia alta de hermafroditas en
los triploides, en Crassostrea gigas tetraploide hubo aproximadamente el
mismo nivel de hermafroditas que en los diploides. La fecundidad de los
tetraploides fue comparable a la de los diploides, difiriendo mucho de una
reducida fecundidad de los triploides. En relacién al proceso meidtico en
triploides, tres cromosomas homoélogos sinapsan como trivalentes y en la
metafase de la meiosis | el cromosoma extra segrega en forma aleatoria
produciendo gametos aneuploides. Sin embargo, en tetraploides los cuatro
cromosomas sinapsan de forma cuadrivalente y los dos cromosomas extras
cosegregan en la meiosis | para producir gametos balanceados diploides.
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Bases del conocimiento celular asociado con la induccion a la
poliploidia (Mitosis).Al igual que la mayoria de las especies animales los
moluscos tienen dos juegos de cromosomas (cada juego siendo la
contribucion de cada progenitor) y son referidos como diploides. El
crecimiento de un organismo diploide se lleva a cabo por multiplicacion o
division celular, implicado Unicamente el proceso mitético (Fig. 1). Una
célula diploide experimenta un periodo de crecimiento e incremento de la
masa celular, denominada G;. En el caso de una célula que requiere 24 horas
para el ciclo completo, las primeras 10 horas podrian corresponder al periodo
G1. En este periodo la célula ademas de dedicarse a crecer se prepara
quimicamente para la sintesis de ADN. Durante la fase de sintesis (S), cuya
duracion es de alrededor de 9 horas, el material genético (ADN de todos los
cromosomas) se duplica. Después de completarse la duplicacién del ADN, la
célula entra en una segunda fase de crecimiento denominada G,. Esta etapa
requiere de por lo menos 4 horas y continla hasta la cuarta fase,
correspondiente al inicio de la mitosis, la cual se completa en s6lo una hora
(Gardner et al., 1998).

La mitosis, que en un sentido estricto se refiere a la division del
nacleo en dos ndcleos hijos idénticos seguida por una divisién celular,
comprende cuatro fases sin considerar la interfase, que es el lapso que
transcurre entre dos divisiones celulares (G;, S, Gy). Estas fases son profase,
metafase, anafase y telofase (Fig. 2). Una vez que los cromosomas se
duplican durante la interfase (Gi1, S, G2) los centriolos (dos pequefios
cuerpos cilindricos, los cuales desempefian un papel prominente durante la
division celular; se separan, emigran a los polos opuestos de la célula y
organizan el huso entre ellos) se dividen e inician su separacion hacia los
polos opuestos de la célula. Durante la profase los cromosomas se
compactan y pueden observarse en un microscopio optico que son dobles en
toda su extension, excepto en un pequefio punto en el que estan unidos,
Ilamado centrémero. Cada una de las dos partes idénticas (replicadas) de un
cromosoma recibe el nombre de cromatida.

Los centriolos se desplazan a los lados opuestos del nucleo y el
citoplasma que los rodea se modifica formando fibras proteicas delgadas que
darén lugar al huso acromatico. Al conjunto formado por el centriolo y los
filamentos de la proteina tubulina se les conoce como aster. Al final de la
profase, tanto la membrana nuclear como los nucleolos se desintegran y
desaparecen en el citoplasma. Los cromosomas replicados se desplazan hacia
el ecuador, y en ese momento la mitosis entra en etapa de metafase. En esta
fase los cromosomas se unen a las fibras del huso acromatico por medio de
su centromero. Durante laanafase, los centrdmeros se separan y tan pronto
como esto sucede las cromatidas hermanas de cada cromosoma se repelen
mutuamente, iniciando un desplazamiento hacia polos opuestos,
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posiblemente debido al acortamiento de las fibras del huso que jalan a las
crométidas. La anafase termina cuando las cromatidas llegan a los polos
(cada cromaétida es ahora un cromosoma completo). Después de llegar a los
polos se alargan o descompactan, estado en el que estaran durante la
interfase. Durante la telofase las fibras del huso acromatico y los aster
desaparecen, se forman dos ndcleos con una membrana alrededor de cada
uno, y la mitosis concluye. Finalmente el citoplasma se divide mediante una
constriccion que converge de las dos partes separando a las dos células hijas,
ambas entrando a una nueva interfase (Fig. 2), (Gardner et al., 1998).

Meiosis.La meiosis, a diferencia de la mitosis, es un proceso en el
cual adicionalmente a la replicacion cromosémica, existen dos reducciones
cromosomicas con el fin de obtener un producto haploide. Otra caracteristica
que distingue a la meiosis de la mitosis es el entrecruzamiento o
recombinacién entre cromosomas homologos (proceso por el cual los
cromosomas homdlogos intercambian segmentos formando nuevas
combinaciones de alelos). La meiosis comienza en un ndcleo diploide de
células germinales, en el cual cada cromosoma contiene una cantidad de
ADN replicado. Después de dos divisiones celulares (meiosis | y meiosis Il)
y en ausencia de una nueva replicacion de ADN, se obtienen cuatro nucleos
haploides en los cuales cada juego cromosomico contiene la mitad de la
cantidad de ADN que habia antes del inicio de la meiosis (Fig. 3), (Gardner
et al., 1998).

Primera division meidtica (Ml). La profase de la meiosis | (primera
division) se subdivide en subetapas. La profase es el intervalo mas complejo,
prolongado y genéticamente mas significativo, debido al entrecruzamiento o
recombinacion entre cromosomas homologos que permite generar nueva
variabilidad genética en los gametos (Fig. 3.1). La subdivisiones de la
profase | son: leptoteno (“filamento delgado”), cigoteno (“filamento
pareado”), paquiteno (“filamento grueso”), diploteno (“filamento doble”) y
diacinesis (“dividido a través™). En el inicio de la profase I, en leptoteno, los
filamentos de cromatina se ven mezclados, y resulta casi imposible seguir un
filamento por méas de una micra de su longitud sin perderlo en un laberinto
de otros filamentos Fig. 3.1A). La continuacion de la profase | es el
cigoteno, caracterizado por ser el estado donde ocurre el apareamiento de los
cromosomas homélogos, a travéz del proceso de asociacion denominado
sindpsis. La sinapsis no parece comenzar en un sitio particular del
cromosoma, ni tampoco ciertos cromosomas se juntan antes que otros. A
medida que ocurre la sinapsis, en el espacio que queda entre los cromosomas
apareados se organiza una estructura compleja, denominado complejo
sinaptonémico, la cual se encuentra exclusivamente en las células meidticas
durante la profase | temprana. EI complejo sinaptonémico se caracteriza por
apareamiento punto por punto de cromosomas homdlogos dando lugar
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formaciones cromosémicas que se conocen como bivalentes (Fig. 3.1B y F).
Cuando termina el apareamiento y el complejo sinaptonémico esta
completamente desarrollado, el cigoteno termina e inicia el paquiteno, el cual
se caracteriza por presentar los cromosomas homologos completamente
apareados. Los cromosomas se han condensado mucho més, aunque todavia
no se muestra visualmente su condicion replicada. Un par de cromosomas es
Ilamado bivalente, y al igual que para la mitosis, cada cromosoma de este par
estd constituido por dos mitades replicadas denominadas cromatidas
hermanas. A medida que el paquiteno avanza los bivalentes se condensan
mas, pero siguen siendo pares en estrecha sinapsis. El intercambio fisico
entre segmentos de cromosomas homdlogos, proceso denominado
entrecruzamiento (“crossing over”), ocurre durante el paquiteno (Fig. 3.1C).
En el diploteno comienza la separacion de los cromosomas sinapsados a lo
largo de diversos sectores, y los homologos se mantienen asociados solo en
ciertos lugares denominados quiasmas, que son los sitios en donde
previamente ocurrio entrecruzamiento entre cromatida diferentes homologas
(Fig. 3.1D). La diacinesis se caracteriza por la méxima contraccion de los
cromosomas. Los cromosomas bivalentes se observan cortos y gruesos, los
quiasmas son evidentes, y los bivalentes individuales estan relativamente
bien separados en el ndcleo. A medida que la diacinesis se aproxima a su
término, el ndcleo y la envoltura nuclear desaparecen y los microttbulos del
huso se hacen visibles en el area cromosémica (Fig. 3.1E). En prometafase
los cromosomas se mueven de manera erratica, pero eventualmente ocurre la
conjuncién de cromosomas homdlogos en el punto medio del huso. Al final
de esta fase preliminar los bivalentes homélogos se encuentran alineados
conjuntamente a lo largo del plano ecuatorial del huso, iniciando asi la
metafase |. En esta fase los brazos de los cromosomas bivalentes se
encuentran en el ecuador del huso y los centromeros de los cromosomas
bivalentes homologos se encuentran pareados pero tan separados entre si
como fisicamente es posible. Esta situacion es opuesta a la del alineamiento
de los cromosomas durante una metafase mitotica, en la que los centromeros
se ubican en el punto medio del huso de cada uno de los cromosomas
replicados (sin apareamiento de homdlogos) y los brazos de los cromosomas
se ondean en todas direcciones de ambos lados de esta zona. (Gardner et al.,
1998).

Cada cromosoma del bivalente estd compuesto por dos cromatidas y
los centromeros de cada par de cromatidas hermanas permanecen
estrechamente asociadas al mismo lado del punto medio del huso, esto es,
enfrentan el mismo polo, mientras que las cromatidas hermanas del
cromosoma homologo enfrentan el polo opuesto. Cuando laanafase | inicia,
cada cromosoma completo (replicado y recombinado) se separa de su
homologo dirigiéndose hacia polos opuestos. Cada cromosoma es conocido
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como diada (describe su caracter doble e indica que esta compuesto por dos
cromatidas). Cada diada posee la cantidad 2X de ADN, de tal forma que la
reduccion a la haploidia aun no se alcanza. En telofase I, si es que esta etapa
existe en una secuencia meidtica, la reorganizacion de los cromosomas
ocurre. Los cromosomas sé descondensan y alcanzan longitudes mayores, los
nucleos y envolturas nucleares reaparecen haciéndose asi evidentes los
nacleos hijos, ocurriendo posteriormente la citocinesis (Fig. 3) (Gardner et
al., 1998).

Segunda division meidtica (MII).De la primera a la segunda
division meiotica no existe interfase ni profase, iniciandose esta division en
la metafase. Cada cromosoma compuesto de dos cromatidas hermanas pero
recombinadas se desplaza independientemente del homologo hasta el
ecuador en la metafase Il. En laanafase Il, las cromatidas de cada
cromosoma duplicado se separan, y migran hacia los polos opuestos del
huso, cada uno de ellos siendo un cromosoma. En la telofase Il cada
cromosoma se descompacta al acercarse la interfase. Al terminar la meiosis
Il existen cuatro células sexuales haploides (Gardner et al., 1998).

Diferencias entre los gametos sexuales formados. Mientras que
cada célula germinal masculina produce cuatro gametos haploides
funcionales después de haber completado la meiosis | y 11, la célula germinal
femenina se divide en forma desigual, de tal forma que en la primera division
meiotica una de las dos células contiene casi todo el citoplasma y un juego
de cromosomas replicados, y la otra no contiene mas que el otro juego de
cromosomas replicados. Esta Ultima célula es denominada como primer
cuerpo polares cual permanece adherido a la célula con el mayor citoplasma.
La meiosis Il sigue un patrén similar en cuanto a la distribucion de
citoplasma entre las dos células formados en esta division, pero ahora al
concluir esta cada una contiene un juego de cromosomas haploide. A la
célula que contiene solo cromosomas y no citoplasma se le denomina
segundo cuerpo polar. Al final de la meiosis se produce un ovocito con dos
cuerpos polares; el segundo cuerpo polar (haploide) adherido al ovocito, e
intermedio al primer cuerpo polar (diploide) posicionado distalmente
(Beaumont y Fairbrother, 1991) (Fig. 3).

La induccidn a la triploidia y su asociacion con eventos meioticos.
En los moluscos los ovocitos son expulsados al ambiente para la fecundacién
externa. Su desarrollo meidtico esta detenido en la profase de la meidsis I. El
proceso meidtico se reinicia una vez que ocurre la fertilizacion por el
esperma, (Longo, 1983). Siendo esta caracteristica la que permite la
induccién artificial a la poliploidia en la mayor parte de los moluscos.

Inhibicién de la Meiosis I. Cuando se inhibe el primer cuerpo polar
(meiosis 1) para producir triploides, los cromosomas replicados de cada
homologo que formarian el primer cuerpo polar son retenidos dentro del
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ovocito. Posteriormente se permite que la meiosis Il ocurra la cual diferira de
un ovocito en el cual no se inhibio el primer cuerpo polar en que el doble de
cromosomas tendra que alinearse en forma individual en la placa metafasica
para la segunda division ecuacional, y el segundo cuerpo polar contendria
dos juegos de cromosomas al igual que el ovocito, esto es, contendrian 2X de
ADN, vy serian diploides. Al unirse estos cromosomas con el juego de
cromosomas proveniente del esperma se forma un cigoto triploide (Fig. 4)
(Beaumont y Fairbrother, 1991). Si la segregacién cromosémica durante la
meiosis Il no es balanceada, otro tipo de ploidias pueden ocurrir. Por
ejemplo, tetraploides pueden ocurrir cuando en el segundo cuerpo polar
solamente sé extruye un juego cromosomico, reteniéndose en el ovocito tres
juegos completos derivados de un homologo replicado, y uno del otro
homologo replicado. Al ocurrir la singamia ( fusién del prondcleo femenino
y masculino) de pronucleos femenino y masculino, el cigoto resultante sera
tetraploide. Es importante mencionar que en estudios donde se ha inhibido
“tedricamente” solo la MI para producir triploides, se ha observado la
ocurrencia en estadios larvarios de tetraploides y pentaploides. Estos Gltimos
son resultado de inhibir la M1y MII lo que resulta en pronucleos femeninos
tetraploides, los cuales al unirse con el pronicleo masculino haploide daran
como resultado un cigoto pentaploide (Cooper y Guo, 1989). La ocurrencia
de tetraploides como resultado de la inhibicion de la primera division durante
la meiosis puede ser explicada como resultado del alineamiento de
homdlogos bivalentes en la metafase | con una segregacion posterior de 3:1.

Inhibicion de la Meiosis Il. ElI proceso mas comun por el mayor
éxito logrado para la produccién de triploides en moluscos es a través de la
inhibicion de la formacién del segundo cuerpo polar (MII), habiendo
permitido formar normalmente el primer cuerpo polar. En este método, en el
cual la formacion del segundo cuerpo polar es suprimida, se retiene de esta
forma a ambas cromatidas hermanas de cromosomas homdlogos para formar
un pronucleo femenino diploide, el cual después de unirse con el juego de
cromosomas aportado por el esperma forma un cigoto triploide (Fig. 5)
(Beaumont y Fairbrother, 1991).

La induccion a la tetraploidia y su asociacion con eventos
mitoticos y meioticos. La induccidon a la tetraploidia ha utilizado algunos
métodos: Inhibicidn de la mitosis o la primera division celular del cigoto.
Teoricamente, si el tratamiento de inhibicion con CB es administrado
durante la primera division, los cromosomas replicados que normalmente se
dividirian para formar dos células “hijas”, serian retenidos en una sola célula
resultando en un cigoto con cuatro juegos de cromosomas.
Subsecuentemente las divisiones mitdticas producirian s6lo células con
cuatro juegos de cromosomas, conformando un organismo tetraploides (Fig.
6) (Beaumont y Fairbrother, 1991).El segundo método es a través de la
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inhibicion del primer cuerpo polar, en donde como ya se explico
anteriormente una segregacion de 3:1 durante la meiosis Il permitiria lograr
la produccion de tetraploides (Fig. 7).

Inhibicién del primer cuerpo polar en huevos de triploides:
caracteristicas de la meiosis en triploides.Al inhibir la meiosis I, o la
primera reduccién cromosomica en un ovocito de un triploide, se reduce la
probabilidad de producir gametos no balanceados. Los gametos no
balanceados ocurren debido a que para cada cromosoma existen tres copias
en el triploide, y durante la metafase | solamente se podran parear dos de
ellas. La tercera copia de cada uno de los cromosomas podra migrar
aleatoriamente hacia cualquiera de los dos polos durante la anafase 1, lo cual
resultara en que en algunos casos la tercera copia de un cromosoma migre
hacia el cuerpo polar, pero para otros cromosomas la tercera copia puede que
sea retenida. Al inhibir la primera reduccion cromosoémica o meiosis | lo que
se busca es que existan cromosomas en pares, de tal manera que durante la
segunda reduccion cromosomica (metafase 11) cada cromosoma se alinea en
el ecuador de la célula, lograndose asi la produccion de gametos
balanceados, que se caracterizaran por contener tres juegos completos de
cromosomas. Cuando la contribucion cromosomica del esperma es integrada,
el cigoto producido es tetraploide, en el cual tres juegos son aportados por la
hembra, y uno por el macho (Fig. 8).

Conclusion

Contrario a lo que acurre a nivel internacional en cuanto a la
generacion de organismos poliploides para ser utilizados en la produccion
comercial de Moluscos, en México existen pocos avances. Por lo que es
importante establecer las bases biotecnoldgicas para la inducciéon a la
poliploidia en las especies endémicas potenciales de cultivo.Es evidente las
ventajas en crecimiento de los organismos triploides para la acuacultura
respecto a los diploides en las diversas especies reportadas, debido a la
esterilidad, al no gastar energia en la formacion de gametos alcanzando
mayor talla. Sin embargo, es importante considerarla problemética que existe
para producir triploides mediante el uso de diferentes inductores quimicos, es
esencial realizar mayores esfuerzos dirigidos a la produccidon de tetraploides
en moluscos usando la metodologia de Guo y Allen (1994) para producir
triploides bioldgicos. Para lo cual se requeririan perpetuar lineas de de
tetraploides con el fin de mantener un stock de reproductores que al ser
apareados con diploides permita la produccién de triploides bioldgicos.
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Tabla 1. Resumen de experimentos en induccion a la triploidia usando CB, en moluscos.

Referencia Especie Concentracion Inicio Durac. Exito (%) Supervivencia a
mg/L de CB postfert. Tratam larva D (%)
(min) (min)
Haliétidos
Steptoy Cook,  Haliotis midae 0.5 3 20 70.9 15.8
1998
Miidos
Allen et al., Mya arenaria 1.0 0 15 84-100 14
1982 15 15 75-80 4.6
Mitilidos
Beaumont y Mytilus edulis 0.1 5M1) 15 (0.1, 30,15)38 38.7
Kelly, 1989 0.5 30(M 1) 20 (0.5, 30,15)60 62.5
1.0 (1.0, 30,15)50 48.7
Scarpaetal., Mytilus 1.0 20 15 86
1994 galloprovinciallis
Ostréidos
Alleny Crassostrea 1.0 50% CP1 20 79 22
Bushek, 1992 virginica
Alleny Crassostrea 1.0 30-45 15 (30) 96.3
Downing,1986 gigas
Barber y Crassostrea 1.0 15 15 96
Mann, 1991 virginica
Barber et al., Crassostrea 0.1,05y1.0 25y 20 10y22 (0.25, 13, 10- 84
1992 virginica 0.25y0.5 13 15 15)96
0.1y0.25 15 10
Desrosiers et Crassostrea 0.5 20 20 94-100 14 - 3 semanas
al., 1993 gigas 1.0 20 15 100
Downing y Crassostrea 1.0 0, 15, 30, 15 (1.0, 30,15)88 56
Allen, 1987 gigas 45, 60, 75,
90, 105,
120
Gerard et al., Crassostrea 1.0 5 10 16-55
1999 gigas 40 10 60-95
Gerard et al., Crassostrea 1.0 20 15 95 36
1994b gigas
Hawkins et Ostrea edulis 1.0 40y 90 20 N.A.
al., 1994
Nell etal., Saccostrea 0.5 23 20 81
1994 commercialis 85 (semilla)
Nell etal., Saccostrea 0.75 30 15 83 43
1996 commercialis 15
Stanley et al., Crassostrea 0.1,10y5 50 20
1981 virginica
Stanley et al., Crassostrea 0.5 15 0-15 61
1984 virginica 15-30 72
Supan et al., Crassostrea 0.125 50% CP1 10 13
2000 virginica 0.25 50% CP1 10 61.8
0.50 50% CP1 10 68.2
Pectinidos
Baron et al., Chlamys varia 1.0 10, 20, 30 15 (1, 20, 87.5
1989 15)78.5
Beaumont, Pecten maximus 0.1 10 20 23
1986 0.5 10 20 36
Jackson et al., Placopecten 0.25 13
2002 magellanicus 0.5 16
0.25 39
0.5 65




Continuacién Tabla 1. Resumen de experimentos en induccién a la triploidia usando CB, en

moluscos.
Referencia Especie Concentrac. Inicio Durac. Exito (%) Supervivencia a
mg/L de CB postfert. Tratam larva D (%)
(min) (min)
Ruiz-Verdugo Argopecten 0.1 50% CP1 15 8 15
et al., 2000 ventricosus 0.5 50% CP1 15 58 9
Ruiz-Verdugo Argopecten 0.5 30-40% CP1 15 0-100 2.06-33.16
etal., 2001 ventricosus 0.5 30-40% CP1 15 36-100 1.76-12.74
Tabrini, 1984 Argopecten 0.05 10 20 66 20
irradians 0.1 10 20 94 6
Pteridos
Jiang et al., Pinctada 0.75y 1.0 2y 17 15y 17
1993 martensii
Uchimuraet  Pinctada fucata 0.5 5 15 65.4
al., 1989 martensii
Wadaetal.,, Pinctada fucata 0.1 5, 10, 15, 20, 15 (0.1, 20, 15)
1989 25,25y 30 52
0.5 3,6,9,12, 15, 15 39
18, 21, 24, 27 (0.5, 20, 15)
y 30 100
Venéridos
Dufy y Diter, Ruditapes 1.0 20 15 75.8 19.3
1990 philippinarum
Gerard et al., Ruditapes 0.5 10 15 63 52
1994a decussatus 0.5 15 15 63 35
0.5 20 15 36 29
0.5 25 15 3 -
0.5 10 15 50 65
0.5 15 15 63 68
1.0 15 15 95 31
1.0 15 20 94 44
1.0 15 15 85 26
1.0 15 20 95 24
Gosling y Ruditapes 0.5 15 15 50
Nolan, 1989 decussatus 1.0 15 15 40
Nell etal., Ruditapes 1.0 15 56-85
1995 philippinarum
Utting y Ruditapes 0.5 15 15 70 45
Child, 1994 philippinarum 0.5 20 20 75
Utting y Ruditapes 0.5 67-73
Doyou, 1992  philippinarum

Tabla 2. Resumen de ventajas de los triploides sobre los diploides en crecimiento en grupos
de moluscos.

Especie

Tejido

% incremento en 3N

Referencia

Ostréidos

Crassostrea gigas
Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
Crassostrea virginica
Ostrea edulis
Saccostrea commercialis
Saccostrea commercialis
Pectinidos
Argopecten irradians

Argopecten ventricosus

Biomasa humeda
Biomasa himeda
Biomasa himeda
Biomasa himeda
Biomasa seca
Biomasa himeda
Biomasa himeda

Biomasa hiimeda
Musculo aductor
Musculo aductor

81
70
29
60
61
31
41

36
73
167

Akashige y Fushimi, 1991
Landau y Guo, 1999
Barber y Mann, 1991

Matthiessen y Davis, 1992
Hawkins et al., 1994

Hand et al., 1998.
Nell et al., 1994

Tabarini, 1984

Ruiz-Verdugo et al., 2000
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Chlamys nobilys Biomasa himeda 32-59 Komaru y Wada, 1989
Biomasa seca 52
Chlamys farreri Biomasa himeda 81 Yang, et al., 2000
Musculo aductor 44-96

Ptéridos

Pinctada martensii Biomasa hiimeda 27-58 Jiang et al., 1991
Mactridos

Mulinia lateralis Biomasa himeda 72 Guo y Allen, 1994a

Ofoc/),és‘

S
(Fase de Sintesis)
Duplicacion de Cromosomas

Irterfase

Fig. 1. Este diagrama circular representa un solo ciclo celular. EI tiempo de generacién, es el
lapso necesario para completar un ciclo, comprende la division celular (mitosis y citocinesis)
y la interfase. (Tomado de Herskowitz, 1987).
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Fig. 2. Esquema de la mitosis. Tomado de Hartl (1991).
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Fig. 3. Esquema de la meiosis. Tomado de Hartl (1991).




D
Fig. 3.1 . Subestadios de profase de la primera division meidtica en microsporocitos de un
Lily (Lilium longiflorum) A. Leptoteno, en el que la condensacion de los cromosomas es
iniciada y los cromémeros son visibles a lo largo de la longitud de los cromosomas. B.
Cigoteno, en este subestadio ocurre el apareamiento (sinapsis) de los cromosomas
homologos. Regiones pareadas y no pareadas pueden observarse particularmente en la parte
baja izquierda de esta fotografia. C. Paquiteno, ocurren los “crossing-over” entre los
cromosomas homdlogos. D. Diploteno, caracterizado por la repulsion mutua de los
cromosomas homdlogos pareados que quedan unidos en uno 0 mas puntos (quiasmas) a lo
largo de su longitud. E. Diacinesis, en el que los cromosomas alcanzan su maxima
contraccion. F. Cigoteno, (en magnificacién alta en otra célula), mostrando homélogos
pareados y emparejamiento de cromosomas durante la sinopsis. [Cortesia de Marta Walters
(A,B,C,E,F) y Herbert Stern (D).] Tomada de Hartl (1991).
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Fig. 4. Representacion esquematica de la inhibicion del primer cuerpo polar para producir
cigotos triploides, en ovocitos normales. Esquema disefiado por A. M. Ibarra.
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Fig. 5. Representacién esquematica de la inhibicién del segundo cuerpo polar para producir
cigotos triploides, en ovocitos normales. Esquema disefiado por A. M. Ibarra.
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Fig. 6. Representacion esquematica de la inhibicion de la primera divisién mitética, para
producir cigotos tetraploides.
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Fig. 7. Representacién esquemaética de la inhibicién del primer cuerpo polar, donde resultan
cigotos tetraploides de forma “accidental”. Esquema disefiado por A.M. Ibarra.
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Fig. 8. Representacién esquematica de la inhibicién del primer cuerpo polar en ovocitos de
triploides, fecundados con esperma haploides para producir cigotos tetraploides (Guo y
Allen, 1994b), Esquema disefiado por A. M. Ibarra.
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