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6LOSARIO

ADN.- Abreviatura de dcido desoxirribonucleico. Es la molécula que
contiene y tfransmite la informacion genética de los organismos
excepto en algunos tipos de virus (retrovirus). Estd formada por dos
cadenas complementarias de nucleétidos que se enrollan entre si
formando una doble hélice que se mantiene unidas por enlaces de
hidrégeno entre bases complementarias. Los cuatro nucleétidos que
forman el ADN contienen las bases adenina (A), guanina (G), citosina
(C) y timina (T).

Aneuploide.- Célula o individuo con un nimero de cromosomas que no es
mdltiplo exacto del nimero haploide.

Alelo: Cada una de las formas en que puede presentarse un gen en un
determinado locus de cromosomas homélogos.

Cariocinesis. - Divisién del nilcleo con reparto del material nuclear durante la
mitosis y meiosis.

Cariotipo.- Dotacion cromosémica completa de un individuo o una especie,
que puede observarse durante la mitosis. El término también se
refiere a la presentacion grdfica de los cromosomas, ordenados en
pares de homdlogos y que se puede describir conforme a una
nomenclatura convencional.

Centromero.- Region del cromosoma que separa los dos brazos y en la que se
unen las dos cromdtidas. Es la region de unién a las fibras del huso

acromdtico durante la divisidn celular.

Cigoto.- Ovocito fecundado originado por la union de dos gametos con fusién
de sus nlcleos.

Citocinesis. - Division del citoplasma durante la mitosis y meiosis.

Citometria de flujo: Técnica de clasificacion de células en que los
cromosomas son tefiidos con un marcador fluorescente que se une
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selectivamente al ADN, permitiendo la diferente fluorescencia de
cada cromosoma su separacion fisica.

Cromatina: Material formado por dcidos nucleicos y proteinas que se observa
en el ndcleo de la célula en interfase.

Cromosoma: Estructura filamentosa autorreplicativa constituida por
cromdtina.

Cromosomas homologos: Cromosomas que forman un par y se recombinan
durante la meiosis. Tienen la misma estructura y los mismos loci pero
distinto alelos, ya que cada uno procede de un progenitor.

Diploide: Célula u organismo con dos complementos cromosdmicos, de forma
que posee un ndmero total de cromosomas que es doble del haploide.
El nimero diploide se representa por 2N.

Division reduccional: Primera divisién meiética, en la que el ndmero de
cromosomas se reduce de diploide a haploide.

Gameto: Célula germinal madura y funcional que contiene el nimero haploide
de cromosomas de la célula somdtica. Los gametos provenientes de
sexos opuestos (6vulo y espermatozoide) se fusionan para formar el
cigoto.

Gen: Unidad de herencia que ocupa una posicion concreta en el genoma (locus)
y estd constituido por una secuencia de ADN que codifica un ARN
funcional.

Genoma: Complemento cromosémico bdsico que contiene toda la informacién
genética del individuo.

Haploide: Célula u organismo con un solo complemento cromosémico, como
sucede en los gametos tras la meiosis. El ndmero haploide se

simboliza con la letra N.

Heterocigoto: Célula o individuo diploide con alelos diferentes en uno o mds
loci de cromosomas homalogos.

Iv
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Homocigoto: Célula o individuo con alelos idénticos en uno o mds loci de
cromosomas homdlogos.

Locus (plural = loci): Posicién que ocupa un gen en el genoma.

Meiosis: Division celular que tiene lugar durante la formacion de los gametos
en especies de reproduccion sexual, mediante la cual, una célula
germinal diploide da lugar a cuatro gametos haploides.

Mosaico: Coexistencia en un individuo de dos o mds lineas celulares con
distinta constitucion cromosémica pero que proceden del mismo
cigoto.

Poliploide: Célula o individuo que tiene tres o mds complementos
cromosomicos (3N, 4N, etc.)

Seleccion Genética: Propagacion preferencial y no aleatoria de los genotipos
presentes en una poblacién, debido a la diferente eficacia bioldgica
determinada por cada una de ellos.

Triploide: Célula u organismo con tres complementos cromosémicos, de
forma que posee un nimero total de cromosomas que es triple (3N)
del haploide (N).



Resumen

RESUMEN

En este trabajo se desarrollé una técnica de induccién a la triploidia en el
camaron blanco Litopenaeus vannamei, afinando el manejo de los ovocitos y aplicando
el tratamiento con base a la salida de los cuerpos polares, en lugar de usar tiempos
fijos de aplicacion y de duracion.

Los ovocitos se obtuvieron a partir de desoves individuales producidos en la
empresa Acuacultores de La Paz (APSA). Se emplearon dos métodos de recolecta: 1)
Se utilizé un recipiente de pldstico de 24 L, con una ventana lateral recubiertas con
malla de 100 um introducida en un recipiente con agua de mar. Posteriormente se
recolectaron los ovocitos mediante sifoneo, 2) Se bajé el nivel de agua del tanque de
desove aproximadamente el 90%, los ovocitos se recolectaron directamente del agua
residual con un recipiente de pldstico de 1 L. Se obtuvo un mayor nimero de ovocitos
con el segundo método, y ademds fue mds prdctico. Se estudio la cinética de la salida
de los cuerpos polares en los desoves de 30 hembras. De cada hembra, se observaron
aproximadamente 40 ovocitos al microscopio optico registrando el nimero de ovocitos
y el tiempo que presentaban el primer cuerpo polar (CP1) y el segundo cuerpo polar
(CP2) fuera de la membrana de fertilizacion (MF). Se observé una gran variabilidad
entre los desoves de las hembras en la liberacién del CP1 (10 a 19 min) y para el CP2
(18 a 37 min). La induccion a la triploidia se realizé mediante shock en frio de 5, 7 y
10°C. La aplicacién del tratamiento se realizé al 50 (CP1-50) y 100 % (CP2-100) de los
ovocitos con el CP1 fuera de la MF, y se detuvo (duracién), cuando el 25 (CP2-25), 50
(CP2-50) y 100% (CP2-100) de los ovocitos tenian el CP2 liberado. Los ovocitos se
incubaron hasta la eclosion. Se cosecharon los nauplios y se preservaron a -4°C para
su posterior andlisis por citometria de flujo.

Obtuvimos triploides cuando el tratamiento se aplico al CP1-50. No se
obtuvieron friploides cuando se aplico el tratamiento al CP1-100. Se detectaron
diferencias significativas (p < 0.05), entre los porcentajes de triploidia en la
temperatura (5°C = 7°C; 5°C > 10°C; 7°C = 10 °C). No hubo diferencias significativas (p
> 0.05) para la duracién ni para la interaccion de la temperatura por duracion en el
porcentaje de triploidia. La sobrevivencia obtenida con la temperatura de 5°C y 7°C
fue significativamente mds baja (p < 0.05) que la obtenida a 10°C. La sobrevivencia no
presentd diferencias significativas para la duracion ni para la interaccién de la
temperatura por duracion.

Para concluir este trabajo estamos proponiendo inducir la triploidia en el
camaron blanco aplicando un shock frio de 5 o 7 °C. El shock debe aplicarse cuando el
50% de los ovocitos hayan expulsado el CP1 y pararse cuando el 50% presente el CP2
liberado.
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Abstract

ABSTRACT

The objectove of the present study was to develop a protocol to induce
triploidy in the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei. Importance has
been given to the manipulation of ovocytes and to the treatment application
and duration time which has been based on the observation of the polar body
extrusion instead of using a fixed time for application and duration.

Ovocytes were obtained from individual spawns produced in the farm
Acuacultores de La Paz (APSA). Two methods to collect the eggs were
compared 1) A 24-L plastic bucket with a lateral window covered by a 100
micras was intfroduced in a bigger recipient with seawater. The ovocytes were
recolected in this bucket by siphonating. 2) The water level in the spawning
tank was decreased in a 90%. The ovocytes were directly collected from the
residual water with a 1L recipient. A significant higher number of ovocytes
was obtained with the second method (p = 0.01), moreover, it was more
practical. The kinetics of polar body extrusion was followed in the spawns of
thirty females. For each spawn, approximately 40 ovocytes were observed
with the optical microscope. The time and the number of ovocytes that
presented the first polar body (CP1) and the second one (CP2), out of the
fertilization membrane were registered until reaching 100 % of the ovocytes.
A great variability between the different spawns was observed for the
extrusion of the first polar body (10 to 19 min) and for the second one (18-37
min.). Triploidy induction was achieved by cold shock (5-7- and 10°C). The
treatment was applied when 50 (CP1-50)and 100 % (CP1-100) of the ovocytes
showed the CP1 out of the fertilization membrane. It lasts until 25 % (CP2-
25), 50 %(CP2-50) and 100 % (CP2-100) of the ovocytes showed the CP2 out
of the fertilization membrane. These eggs were incubated until hatching.
Nauplios were sampled and preserved at -4°C. The triploidy level was analyzed
by flow cytometry. Survival was determined using the number of hatched
nauplios divided by the number of eggs that has been treated. The number
of eggs in a 100 ml sample was evaluated volumetrically for each spawn.
Triploids were obtained when the treatment was applied at CP1-50. No
triploid were obatianed when the treatment was applied at CP1-100.
Significant differences was observed for the triploidy percentage between
temperature (5°C = 7°C; 5°C > 10°C; 7°C = 10°C). No significant difference
was observed for the duration of treatment for the triploidy percentage
neither nor the interaction between temperature and treatment duration was
not significant. Significant differences were also detected for the survival
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Abstract

between temperature. The survival obtained at 5 and 7°C were significantly
lower than that observed at 10°C. No significant difference was observed
for the duration of treatment neither nor the interaction between
temperature and treatment duration was not significant. To induce triploidy in
the Pacific white shrimp, we are thus proposing the following method: first,
ovocytes must be sampled from the spawn and observed for the polar body
extrusion. Cold shock of 5-7 °C has to be applied when 50 % of these
ovocytes presented the first polar body out of the fertilization membrane.
The treatment has to be stopped when 50% of the ovocytes showed the
second polar body out of the fertilization membrane.
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INTRODUCCION

Los organismos poliploides presentan en sus células mds de dos juegos
de cromosomas. En la naturaleza en raras ocasiones se pueden presentar
individuos poliploides. En acuacultura, tanto en peces (Thorgaard y Jazwin,
1981; Wolters et al, 1982; Lincoln y Scott, 1983; Chrisman et al, 1983;
Utter et al, 1983; Benfey y Sutterlin, 1984a; Dubé et a/, 1990; Varadaraj y
Pandian, 1990; Aldridge et al, 1990), como en moluscos (Beaumont y
Fairbrother, 1991; Desrosiers et al., 1993; Jiang et al., 1993; Utting y Child,
1994) se han producido individuos poliploides, generalmente triploides,
mediante tratamientos que se aplican a los ovocitos recién fertilizados. Un
organismo triploide se vuelve estéril debido a una falla en el apareamiento de
los juegos de cromosomas homdlogos en el tfranscurso de la meiosis,
provocada por la presencia de un tercer juego de cromosomas. La esterilidad
se puede detectar por una falta total de produccion de gametos pero
también por la produccién de gametos no funcionales o funcionales pero en
ndmero muy reducido. El interés por producir organismos ftriploides para
acuacultura radica en que los organismos triploides pueden alcanzar tallas
mds grandes en menor tiempo que un organismo diploide (Stanley et al/,, 1981;
Guo y Allen, 1994a). Sin embargo, previo a la madurez sexual los organismos
triploides crecen a la misma tasa que los diploides. Una vez alcanzada la
madurez sexual los organismos diploides, especialmente las hembras,
canalizan gran parte de la energia asimilada hacia la maduracion gonddica y
como consecuencia se reduce su ftasa de crecimientfo. En contraste, los
organismos triploides, al ser estériles, canalizan dicha energia hacia la

produccién de tejido somdtico, como el mdsculo, por lo que su tasa de
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crecimiento no disminuye. El mayor tamafio que se ha observado en los
individuos triploides se puede explicar también, por lo menos en moluscos,
por un fenémeno llamado gigantismo poliploide ya que las células triploides
son mds grandes que las diploides (Guo y Allen, 1994a).

El fundamento de los tratamientos para inducir la poliploidia se basa
en el conocimiento de los procesos celulares que se realizan durante la
meiosis y se aplican exclusivamente en el caso de las hembras. La meiosis se
divide en dos etapas. La meiosis I se conoce como reduccional, los homélogos
se aparean pero no se dividen los centrémeros; a cada célula hija es atraida
un cromosoma homdlogo. La meiosis IT se conoce como ecuacional, las
cromdtidas de cada cromosoma se separan por una division del centrémero y
migran cada una hacia una célula hija. Durante la ovogénesis se expulsa un
juego de cromosomas en la meiosis I por medio del primer cuerpo polar y un
segundo juego en la meiosis II por medio del segundo cuerpo polar, lo que
resulta en una célula haploide, el ovocito (De Robertis et al, 1973 ; Dayson,
1977) (Fig. 1).

La induccion a la triploidia se realiza mediante varios métodos, los
cuales se pueden aplicar durante ambas fases de la meiosis, inhibiendo la
formacién del primer o segundo cuerpo polar (Fig. 1). Estas técnicas permiten
la cariocinesis (division de los cromosomas) mientras que evitan la citocinesis
(divisién del citoplasma), obteniendo un ovocito diploide, que al unirse con el
prondcleo haploide del esperma da lugar a la formacion de un cigoto triploide

(Allen et al, 1989).
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Fig. 1. Representacion general de los eventos de la meiosis hasta la primera divisién celular
y secuencias de la manipulacién de poliploidia. CP1 = primer cuerpo polar; CP2 =
segundo cuerpo polar. (Modificado de Beaumont, 1994)
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Para inducir la triploidia se deben considerar algunos factores: a) Tipo
de tratamiento y su intensidad, b) Tiempo de aplicacion y duracion del
tratamiento. Los Ultimos dos factores estdn determinados por el tiempo que

naturalmente toma el proceso meidtico.

a) Tipo de tratamiento.

Existen diversas técnicas:

i).- Citocalasina B (CB) es el quimico mds comin utilizado en la
induccion a la triploidia. Es un antibidtico extraido del hongo
Helmintosporium dematioideum. La CB actua inhibiendo la polimerizacién de
la actina. Normalmente las fibras de actina producen la constriccidn
necesaria para la formacién de los cuerpos polares. En presencia de CB, el
anillo contrdctil no se forma y no hay citocinesis, inhibiendo asi la reduccién
cromosdmica durante la conclusion de la meiosis (Longo, 1972). La desventaja
de este inductor es que es un compuesto sumamente téxico (carcinogénico) y
no se disuelve en agua de mar.

ii).- 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) actua inhibiendo la rotacion del
huso y la expulsion del cuerpo polar (Sz6llosi et al., 1993). Tiene la ventaja de
no ser carcinogénico y ademds se puede disolver en el agua de mar
(Desrosiers et al, 1993; Gérard et al, 1994).

iii).- Shock por presion hidrostatica, se utiliza para inducir la
triploidia en los peces (Small y Benfey, 1987; Benfey et a/, 1988; Stillwell y
Benfey, 1996, Wither et a/, 1998; Cotter et al, 2000, Friars et a/,2001;
Kerby et al, 2002).También se ha usado con éxito en bivalvos (Chaiton y
Allen, 1985; Arai et al, 1986). Se aplica una presion de 6000 a 10000 psi,

generada por una prensa de laboratorio. El shock de presién disuelve las
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fibras del huso que separa los cromosomas dentro de las células asi como los
filamentos de actina evitando la citocinesis (Allen et al., 1989). Este método
presenta la desventaja que solamente se pueden dar fratamiento a un
pequefio volumen de ovocitos.

iv).- Shock con temperatura, es otro método para inducir la
triploidia, puede ser shock en calor (26-32°C) o en frio (0-12°C). Estos
métodos han tenido éxito en varias especies de peces (Lemoine y Smith,
1980; Arai y Wilkins, 1987 Felip et al, 1997; Qin et al., 1998; Bonnet et al,
1999; Piferrer et al, 2003) y crustdceos (ACUACOP, 1993; Dumas y Campos-
Ramos, 1999; Li et al, 1999; Li et al, 2003). El shock con temperatura no
permite la formacién de microfilamentos y microtibulos, deteniendo el
movimiento de los cromosomas asi como la divisién celular (Downing y Allen,
1987). Este método presenta la ventaja de poder aplicarse a gran escala 'y no
ser toxico. Sin embargo, su éxito depende justo en el momento de aplicacidn

durante la meiosis I o II.

b) Tiempo de aplicacion y duracion del tratamiento.

En la mayoria de los estudios de induccion a la triploidia, el tiempo
preciso de la aplicacién del tratamiento, asi como la duracién del mismo son
el resultado de mdltiples experimentos en los que ambos tiempos son
modificados con el propdsito de obtener el mayor porcentaje de triploides
posible (Arai y Wilkins, 1987; Small y Benfey, 1987; Utting y Doyou, 1992;
Xiang et al, 1992a,b; Desrosiers et al,, 1993; Stillwell y Benfey, 1996; Felip
et al, 1997; Dumas y Campos-Ramos, 1999; Felip et al, 1999; Ruiz-Verdugo
et al, 2000; Hertzler, 2002). El momento de aplicacién y la duracién del

tratamiento, se puede también determinar basdndose en la observacién
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directa de la salida de los cuerpos polares (Eudeline et a/, 2000a; Li et al,
2003). El tiempo de aplicacién del tratamiento esta muy relacionado con el
desarrollo de los ovocitos ya que se trata de retener los cuerpos polares. Sin
embargo, existe una asincronia en el desarrollo de los ovocitos cuando se
trabaja con desoves de diferentes hembras el cual puede tener un impacto
negativo sobre la retencién de estos. Se ha observado que hay mayor éxito
en producir triploides si se trabaja con el desove de una sola hembra ya que
el desarrollo de los ovocitos tienen una mejor sincronia (Eudeline et al,

2000b).

Determinacion de la ploidia.

Para evaluar los niveles de poliploidia se utilizan diferentes técnicas:

i).- Conteo de cromosomas o cariotipos, es una forma directa de
verificar el éxito del tratamiento. Contar el nimero de cromosomas se puede
llevar a cabo en diferentes estadios del desarrollo de los individuos, desde
ovocitos, embriones, juveniles y en adultos. En esta técnica se realizan
preparaciones de las células en porta objetos, las cuales se tifien y se
observan al microscopio compuesto. Requiere de mucho tiempo en
comparacién con otras técnicas, pero es eficaz.

ii). - Determinacion del tamafio del nicleo de ciertas células, es una
técnica que se ha empleado con éxito en algunas especies de peces. Se mide
el tamaio del ndcleo, ya que en las células de los triploides el nicleo es 1.5
veces mds grande en volumen que en las células diploides. Asi, se mide
directamente el nicleo con la ayuda de un microscopio éptico con micrémetro
o con un sistema de andlisis de imdgenes. Esta técnica se emplea con éxito en

eritrocitos de peces (Johnson et al, 1984) y en células de la hemolinfa de
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moluscos (Child y Watkins, 1994). Es una técnica econdmica pero se necesita
mucho tiempo para llevarla acabo. El nicleo de las células también puede ser
medido por medio de un Contador de Particulas (Kerby y Harrell, 1990).

iii).- Citometria de flujo, es la técnica que se utiliza mds en la
actualidad en la produccién comercial de poliploides. Es una técnica que se
desarrolla en las investigaciones biomédicas para medir, el volumen del ADN
en las células. Con la técnica de citometria de flujo se realiza la evaluacidn
del contenido de ADN en las células, el cual debe tefiirse previamente con
DAPT (4, 6-diamidino-2-fenilindol), con lo que el ADN adquiere fluorescencia
mediante el paso de un rayo ldser. Los resultados obtenidos con esta técnica
se grafican obteniendo diferentes picos a diferentes niveles de intensidad
relativa de fluorescencia. El valor medio del contenido del ADN en células
triploides es de aproximadamente 1.5 veces el de los diploides. El andlisis de
citometria de flujo es rdpido, y requiere de pequefias cantidades de tejido,
se pueden examinar muchos organismos en un corto tiempo y la evaluacién de
la triploidia se realiza sin sacrificar el animal en estadio adulto.

El presente trabajo se disefio de establecer un método eficiente de
induccién a la triploidia. Se trabajo primero con los métodos de recolecta
para obtener un nimero alto de ovocitos. Luego, se identifico la temperatura
adecuada para el shock, asi como se estableciera el momento de aplicacion y
la duracién del tratamiento a partir de la observacién de la cinética de la

liberacidn de los cuerpos polares en el camarén blanco Litopenaeus vannamer.
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ANTECEDENTES

La produccién de organismos triploides mediante shock de temperatura
se ha llevado a cabo con mejores resultados en peces y crustdceos de
importancia comercial, con la finalidad de obtener organismos estériles.

En peces dulceacuicolas, Lemoine y Smith (1980), indujeron la poliploidia
en la trucha, Salvelinus fontinalis, aplicando shock en frio a -1.5 °C por 2 horas
en ovocitos recién fertilizados. El 33% de los individuos presentaron poliploidia
en mosaico. Utilizando shock caliente (29 °C) Arai y Wilkins (1987), indujeron
la triploidia en la trucha café (Sa/mo trutta), aplicaron el tratamiento entre los
5y 45 minutos postfertilizacidn, con una duracion de 10 min, obtuvieron el 77-
91% de embriones triploides. Qin et a/. (1998), indujeron al pez gato chino
Clarias fuscus, con shock en frio de 4°C durante 20 minutos. Bonnet et al.
(1999), utilizaron shock caliente para inducir la triploidia en la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) y la trucha café (Salmo trutta). Basavaraju et al.
(2002), indujeron la triploidia en la carpa comdn (Cyprinus carpio), como una
solucién potencial en el problema de la maduracion sexual precoz en esta
especie. Aplicaron un shock caliente de 40°C con una duracion de 1.5 min e
iniciaron el tratamiento de 1 a 4 min., después de fertilizar los ovocitos.

En especies marinas, el shock con temperatura ha tenido fambién éxito,
Felip et al (1997), optimizan las condiciones para inducir la triploidia en la
lobina de mar  Dicentrarchus Jlabrax. Utilizaron tfres variables en los
tratamientos: tiempo de aplicacion, temperatura y duracién del choque,
factores importantes para el éxito en la induccion de la triploidia.
Posteriormente, Felip et al. (1999), indujeron la triploidia en la misma especie,

aplicarondo el shock en frio a O °C a los 5 min después de la fertilizacion, con
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una duracion de 10 min. Obtuvieron el 95-97% de organismos triploides.
Piferrer et al. (2000), indujeron a la triploidia y determinan la poliploidia y los
efectos del shock en frio en el lenguado (Scophthalmus maximus). Aplicaron el
tratamiento 5 min, después de la fertilizacién de los ovocitos, con duraciones
de 5, 10, 20 o 40 min, a 0, 2 o0 4°C. Posteriormente, Piferrer et al. (2003),
lograron inducir la triploidia a gran escala en la misma especie y estudiaron los
efectos del schock en frio en diferentes momentos de aplicacién del
tratamiento. Obtuvieron el 100% de triploides cuando aplicaron el tratamiento
6.5 min, después de la fertilizacion, con una duracion de 25 min a O y -1°C, con

un 60% de sobrevivencia con respecto a los grupos control.

Produccion de poliploides en Crustdceos.

Las investigaciones encaminadas a la produccion de organismos triploides
en crustdceos decdpodos, no se encuentran muy desarrolladas como en peces y
moluscos, ya que iniciaron solamente hace una década. El primer inductor
quimico utilizado con base a los éxitos obtenidos en peces y moluscos es la
citocalasina B. Xiang et a/ (1992a), indujeron a la poliploidia al camarén chino
(Penaeus chinensis), obteniendo el 60% de individuos tetraploides. En 1994,
Bao et al, obtuvieron el 62.5% de organismos triploides hasta larva zoea en la
misma especie, induciendo con CB (1.0 mg/L). El inicio del tratamiento fue a los
5-10 min, postfertilizacién con una duracién de 15 min. Reportaron que a
mayores concentraciones de CB, se producen embriones anormales. Una
variante de la CB fue utilizado por Hertzler (2002), quien realizé un trabajo
con citocalasina D (€D), para conocer la minima concentracion que permite

inhibir la citocinesis en ovocitos de Sicyonia ingentis. A concentraciones de 0.5
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a 0.8 uM de CD se inhibié por completo la citocinesis, concluyendo que en esta
especie se puede inducir a la triploidia con este quimico.

Norris et al. (2001), produjeron 90% de triploides del camarén Kuruma
(P. japonicus), mediante el 6-DMAP y evaluaron los niveles de ftriploidia
utilizando el citometro de flujo en postlarvas de 10 dias. Xiang et a/. (1992b),
realizaron un trabajo induciendo la triploidia a camarones peneidos de
importancia comercial. Utilizaron el 6-DMAP e indicaron que hay tres factores
importantes para el éxito en la induccion a la triploidia: inicio, concentracion
del inductor y duracion, de los cuales, la concentracion del inductor es de
mayor importancia. Obtuvieron el 90% de triploidia en fase naupliar, el cual fue
evaluado directamente por el conteo del nidmero de cromosomas bajo el
microscopio y fambién por citometria de flujo. El fratamiento mds efectivo que
obtuvieron en P chinensis, fue con 300 uM de 6-DMAP, iniciando el
tratamiento a los 20 min después de la fertilizacién y con una duracion del
tratamiento de 12 a 16 min.

Algunos autores han realizado la induccién utilizando shock con
temperatura, ya que no producen hingin dafio al hombre y no afecta al
ambiente. El shock caliente se ha utilizado en especies como A. indicus
(AQUACOP, 1993), para inducir a la triploidia, la temperatura que utilizaron
fue de 30-44 °C, iniciando el tratamiento de 6 a 46 min (con intervalo de 2
min) con una duracién del tratamiento de 1 a 7 min. El mayor porcentaje
obtenido de triploidia al estadio de nauplio fue del 47%. En el camarén chino 7.
chinensis, Li et al. (1999) obtuvieron entre el 39 y 75% de triploides aplicando
un shock caliente (28-32°C) durante 8 a 16 min e iniciando el tratamiento
entre los 8 y 20 min después del desove. Li ef a/. (2003) indujeron la triploidia

utilizando un fratamiento de shock caliente en el camardn chino

10



Antecedentes

Fenneropenaeus chinensis, reportando un tratamiento dptimo de 29-32 °C,
iniciando el tratamiento a los 18-20 min y con una duracién de 10 min. Estos
autores demostraron que estas condiciones pueden variar dependiendo de la
temperatura del desove. Los niveles de triploidia fueron evaluados en el
estadio nhaupliar mediante citometria de flujo, y se obtuvo mds del 90% de
triploidia. Concluyeron que el shock caliente es un método eficaz para inducir a
la triploidia en esta especie ya que puede ser utilizado a grandes escalas, sin
presentar un efecto dafiino para el medio ambiente comparado con los
inductores quimicos.

En el camarén blanco Litopenaeus vannamei, el (nico trabajo reportado
en la induccion de triploides es el realizado por Dumas y Campos-Ramos (1999).
Estos autores obtuvieron ftriploides aplicando un shock en frio a 10 °C,
iniciando el tratamiento a 10 y 12 min después del desove, con duraciones de
10, 15 y 20 min. Obtuvieron una sobrevivencia del 62-88% en ovocitos
tratados. Sin embargo, la verificacion de la triploidia se realizo por conteo de
cromosomas en pocos individuos y al estadio morula lo que no asegura que estos
embriones se desarrollaran mds alld. También utilizaron inductores quimicos

(CB'y 6DMAP), con los cuales no obtuvieron éxito.
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Justificacion

JUSTIFICACION

El cultivo de camardn del género Penaeus es una actividad importante
en nuestro pais. El camarén blanco (Litopenaeus vannamer) es la principal
especie que se cultiva en México (Rosenberry, 1997), hasta hace poco, su
produccidn se restringia a las costas del Pacifico, en el limite Norte de su
distribucion natural. Esta especie también es cultivada en lugares fuera de su
distribucion natural como Hawai, Estados Unidos y Golfo de México. En
paises como Canadd, se exige el uso de organismos estériles cuando se
trabaja con especies exdticas. La utilizacion de organismos estériles en
cultivos representa una forma de proteger las poblaciones silvestres,
impidiendo modificaciones a la reserva genética de las poblaciones locales.
Ademds, es una forma de proteger las cepas obtenidas por seleccién
genética. De ahi el interés por producir organismos estériles mediante la
produccién de triploides. Adicionalmente, en términos de produccién se ha
observado que los organismos triploides pueden alcanzar tallas mds grandes
que los organismos diploides (Stanley et a/,, 1981; Guo y Allen, 1994a).

En nuestro laboratorio, Dumas y Campos-Ramos (1999) han producido
embriones triploides del camarén blanco L. vannamer, usando tiempos fijos de
aplicacion y de duracién del tratamiento. Sin embargo, se requiere volver
analizar el método de induccién a la triploidia ya que los resultados obtenidos
por estos autores, que utilizaron un tiempo de aplicacién de 10 y 12 min a una
temperatura de 10 °C y con duraciones de 10, 15 y 20 min, no se han podido
repetir en ensayos posteriores. Se requiere tfambién examinar los métodos

de cosecha usados ya que no se lograba obtener un nimero alto de embriones
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debido que usaban mallas para recolectar los ovocitos, lo que dafiaba la

membrana de fertilizacién y resultaba en altas mortalidades.
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Ob "e tivos

OBJETIVO GENERAL

Establecer una técnica de induccién a la triploidia en
camaron blanco Litopenaeus vannames, mediante el tratamiento

de choque térmico en frio.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar dos métodos de manejo de los ovocitos fecundados.

2.- Describir en diferentes familias, la cinética de la salida de los cuerpos

polares en los ovocitos fecundados.

3.- Determinar el momento de inicio y término del tratamiento en relacién a

la salida de los cuerpos polares.

4.- Comparar el efecto de diferentes temperaturas.

14
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MATERIAL Y METODOS

ORIGEN DE LOS DESOVES.

Los ovocitos usados se obtuvieron a partir de desoves producidos en
las instalaciones de la Empresa de Acuacultores de La Paz (APSA). Los
experimentos se realizaron en las instalaciones de ésta empresa durante los
meses de febrero a julio del 2002 y de marzo a junio del 2003.

El procedimiento para obtener los desoves fue el que utilizan
comercialmente. Al atardecer se seleccionaron hembras grdvidas (con
espermatdforo colocado en la regién del télico (Fig.2) y entre ellas se
seleccionaron las de mayor tamafio y mayor grado de madurez. Las hembras
seleccionadas se colocaron individualmente dentro de los tanques de desove,
de 100 L de capacidad, previamente llenados con 50 L de agua de mar filtrada
a través de un filtro mecdnico de arena y de un filtro de carbon activado y
desinfectada con ldmpara ultra-violeta. La salinidad (32%) y temperatura
(28 °C) fueron constantes. El cuarto donde se obtuvieron los desoves se
mantuvo en oscuridad.

Para determinar el inicio del desove, las hembras se mantuvieron en
constante observacién con la ayuda de una Idmpara de mano. Cuando alguna de
las hembras iniciaba el comportamiento previo al desove (las hembras se
inquietan nadando en circulos en el fondo del tanque, luego suben y nadan en
la superficie en circulos para regresar al fondo), se intensificaba la
observacién de dicha hembra para determinar el momento exacto del inicio
del desove. En cada caso, se registraron la hora de inicio designdndolo 1o y la
duracidn del desove. Una vez finalizado el desove, las hembras eran retiradas

del tanque.
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ESPERMATOFORO

Fig. 2.- Hembra grdvida, del camardn blanco Litopenaeus vannamei, presentando el
espermatdéforo colocado por el macho en la regién del télico.

16
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MANEJO DE LOS OVOCITOS.

Se evaluaron dos métodos de recolecta de ovocitos recién desovados.
En ambos casos se esperaron aproximadamente 5 min después del fin del
desove, para asegurar la fecundacién y que los ovocitos se depositaran en el

fondo del tanque.

Método I.

Se utilizé un recipiente de pldstico de 20 L de capacidad, con una
ventana lateral recubierta con malla de 100 um, introducida en un recipiente
con agua marina. En esté recipiente se cosecharon los ovocitos por sifoneo
con una manguera de pldstico de media pulgada. Este procedimiento se realizé
cuidadosamente para reducir posibles dafios fisicos y de exposicion al aire
(Fig. 3). Se realizé el conteo volumétrico del nimero de ovocitos y se registré
el promedio. Se tomaron tres muestras de 100 mL del recipiente con los
ovocitos. De cada muestra, se obtuvieron 10 submuestras de 1 mL con una
pipeta de vidrio de 1 mL y se contaron los ovocitos. Posteriormente, se
promediaron para estimar el nimero de ovocitos contenidos en cada uno de
los recipientes de induccién. Este método de recolecta se realizé en 5

desoves.

Método IT.

Al cabo de uso minutos, lo ovocitos se sedimentaban en el fondo del
tanque y el nivel de agua de mar se fue bajando lentamente del tfanque de
desove aproximadamente en un 90%, evitando que se perdieran los ovocitos.
Se recolectaron los ovocitos fecundados directamente del agua residual con

un recipiente de pldstico de 1 L. Durante todo el proceso los ovocitos, se
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mantuvieron en agua del desove (Fig. 3). La evaluacion del nimero de ovocitos

se realizé como en el método anterior. Este procedimiento se llevo a cabo

para los demds desoves.

METODO I

/

Recipiente de
plastico con malla 100 um

L —

METODO II
— —
90%

R A R e o]

e e e e e e e P e e e P e e e e

Tanque de desove

Recipiente Recipientes
1L de
induccién

Recipiente Recipientes
1L _ de
induccidn

Fig. 3.-

Representacién de los métodos I y II utilizados en la recolecta de los ovocitos del
camarén blanco Litopenaeus vannamei. R = replica.

18




Material y Métodos

CINETICA DE LA SALIDA DE LOS CUERPOS POLARES.

La liberacién de los cuerpos polares (CP) se evalué en un total de 30
desoves, durante los meses de febrero a abril del 2002. Se registro, el inicio
del desove y su duracion. Después de 8 min a partir del inicio del desove, se
tomé una muestra en un recipiente de 1 L del tanque del desove. Se dejaban
unos minutos para que los ovocitos fertilizados se precipitaran al fondo del
recipiente. Los ovocitos (40), se depositaban en un portaobjeto excavado

para su posterior examinacion.

Se monitoreo la salida de los cuerpos polares (CP) con un microscopio
optico en contraste de fases marca Olympus con el objetivo 10X. Llevdndose
un registro del tiempo en minutos y el ndmero de ovocitos con el primer
cuerpo polar (CP1) fuera de la membrana de fertilizaciéon (MF) y luego para la
liberacion del segundo cuerpo polar (CP2) (Fig. 4). En todas las observaciones
la iluminacion de la ldmpara se mantuvo muy tenue para evitar que la

temperatura se elevara en las muestras del portaobjetos.
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Fig. 4.- Cuerpos polares expulsados fuera de la membrana de fertilizacién (MF) en los
ovocitos fertilizados del camardn blanco Litopenaeus vannamei. a).- Primer cuerpo
polar (CP1) liberado; b).- Segundo cuerpo polar (CP2) liberado.
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INDUCCION A LA TRIPLOIDIA.

La induccion a la triploidia se realizé en dos periodos usando desoves
individuales de hembras del camardn blanco (mayo - agosto del 2002 y abril -
mayo del 2003). Para determinar el momento de aplicacién y la duracion del
tratamiento del shock en frio, una muestra de cada desove fue observada al
microscopio para detectar en tiempo real la salida de los cuerpos polares. La
aplicacién de los tratamientos se llevo a cabo cuando el 50% y 100% de los
ovocitos presentaron el primer cuerpo polar (CP1) visiblemente fuera de la
membrana de fertilizacién (Fig. 4a). El tratamiento se detuvo cuando el 25,
50 y 100% de los ovocitos presentaron el segundo cuerpo polar liberado (Fig.
4b). Las temperaturas del shock térmico se fijaron en 5, 7 y 10 °C
considerando los resultados reportados por Dumas y Campos-Ramos (1999)
quienes obtuvieron embriones triploides a 10 °C.

En cada sesion de trabajo en la granja, se podia aplicar el tratamiento
a 1 o 3 hembras usando la misma temperatura. Se aplicé el shock en frio
mediante un distribuidor de agua fria conectado a un recipiente de 20 L con
agua de mar a 0°C. El agua fria se distribuyé a cada recipiente con ovocitos,
mediante manguera flexible de 0.5 mm de didmetro. Cuando la tfemperatura
del agua dentro de cada vaso de induccién alcanzaba la establecida para cada
tratamiento (5, 7 o 10°C) el flujo de agua se detenia. Los recipientes con
ovocitos se mantuvieron en bafio frio para mantener la temperatura de
induccién (Fig. B).

Cada experimento se realizé por triplicado. Se tomé un control
directamente del tfanque del desove para verificar la calidad del desove y de
cada tratamiento se llevo un control al que se le aplicé el mismo manejo que a

los ovocitos tratados pero sin aplicar el shock en frio con la finalidad de
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determinar si hubé un efecto generado por la manipulacion de los ovocitos

(Fig.6).

Agua de
Mar a
0 °cC

Distribuidor

Recipientes

1

Bafio —

con aaua fria

Fig. 5.- Sistema utilizado en la induccién de ftriploidia del camarén blanco Litopenaeus

DURACION  CP2
APLICACION o o o Control
CP1 257% 507 100% del desove

50%

100%

Fig. 6.- Método utilizado en la induccién de shock en frio. Se inicio el shock a 50 y 100% de
los ovocitos con el primer cuerpo polar (CP1) fuera de la membrana de fertilizacién.
Se detuvo el shock cuando el 25, 50 y 100% de los ovocitos presentaron el segundo
cuerpo polar (CP2). R = Replica; € = Control.

22



Material y Métodos

EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA.

Se evalué el nimero de ovocitos en las muestras de 100 ml, se
determiné mediante el método volumétrico previamente descrito. Se
considero que el nimero de ovocitos sembrados en los recipientes de
induccidn fue constante y proporcional a la cantidad ya evaluada en el tanque
de desove.

El porcentaje de eclosion se obtuvo de la siguiente forma:

Nauplios eclosionados x 100

Numero de ovocitos sembrados

El porcentaje de sobrevivencia de los ovocitos tratados se calculé

tomando la sobrevivencia del control como el 100%.

DETERMINACION DE LA TRIPLOIDIA.

Los ovocitos tratados, asi como los controles, se incubaron a 28 °C con
aireacion moderada en recipientes de pldstico de 4 L. Los nauplios se
recolectaron al dia siguiente, con una pipeta de vidrio, se contaron y se
colocaron en tubos Eppendorf. Se conservaron a -4 °C hasta su posterior
evaluacion del nivel de triploidia que no fue superior a un dia.

El andlisis de las muestras se realizé en el Laboratorio de Genética del
CIBNOR mediante citometria de flujo. Los nauplios fueron centrifugados a
20,000 rpm en una microcentrifuga (Denville modelo 2400). Se retiré el
sobrenadante y se agregaron 0.5 ml de la solucién 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). Se macerd ligeramente la muestra, la cual fué posteriormente

filtrada con una malla de 30 um. Se enjuago con DAPI hasta obtener 2 ml de
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solucién. Se analizé el contenido de ADN tefiido con DAPI mediante un

citémetro de flujo (Ploidy Analyzer IT PARTEC, Germany).

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el andlisis, se consideraron solamente los desoves que
presentaron, en el control del desove, un porcentaje de eclosidn superior al
20%.

El nimero de ovocitos en los dos métodos utilizados en el manejo de los
ovocitos, se compard mediante la prueba de T de Student.

De los datos obtenidos durante la cinética de los cuerpos polares se
obtuvieron las modas, valores minimos y maximos.

La determinacion del porcentaje de triploidia se realizé a partir de las
grdficas obtenidas por el andlisis de citometria de flujo (Allen, 1983) (ver
anexo).

Los porcentajes de eclosion y de triploidia se transformaron en
ARCOSENO, se verificaron la normalidad y homogeneidad de varianza
mediante el andlisis de Kolmogorov-Smirnov, y se aplicé una ANOVA de dos

vias (temperatura y duracion del tratamiento) y la prueba de Tukey, cuando
se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) con el programa

STATISTICA 6.0.
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RESULTADOS

MANEJO DE LOS OVOCITOS.

Los resultados sobre el efecto del manejo en la cantidad de ovocitos

cosechados por medio de los dos métodos se presentan en la tabla 1.

Método T

Se obtuvo un mdximo de 296 ovocitos y una cantidad minima de 120
huevos por 100 mL de agua de mar. En promedio se recolectaron 196 huevos
por 100 mL. Ademds, el método resulté dafiino para los ovocitos, ya que se

observaron deformes, colapsados y con la membrana destruida.

Método IT

El mayor nimero de ovocitos recolectados fue de 2080 y el menor
ndmero fue de 420 en 100 mL. En promedio se recolectaron 808 ovocitos por
100 mL. Este método resulto ser el mds prdctico, ya que se obtuvieron mayores
cantidades de ovocitos (p = 0.01), que no resultaron maltratados y se tradujo
en mayor eficiencia. Se llevo a cabo la induccion a la triploidia usando este

método.
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Tabla 1.- Ndmero de ovocitos recolectados con los dos
métodos utilizados en el camarén blanco
Litopenaeus vannamer.

Método I Método IT
Fecha o/100 mL)  Fecha (0/100 mL)
17/08/ 02 296 08/03/03 656
17/08/02 260 08/03/03 420
19/08/02 120 10/03/03 1157
07/03/03 147 10/03/03 2080
07/03/03 148 17/03/03 746
17/03/03 930
26/03/03 633
26/03/03 507
29/03/03 484
29/03/03 710
05/04/03 680
Promedio 194* 808
Coef. Var. 94 57
Minimo 120 420
Mdximo 296 2080

*Ndmero de ovocitos significativamente mds bajos que con el
método IT (p = 0.01).

Resultados
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CINETICA DE LOS CUERPOS POLARES.

Primer cuerpo polar.

En la figura 7 se observan la cinética de la liberacién del primer cuerpo
polar (CP1) en los desoves de 30 hembras demostrando que existe una amplia
variacién en la liberacién del CP1. Se observé que la salida del CP1 inicia en la
mayoria de las hembras en un intervalo de 6 a 8 min, pero pueden observarse
desde los 5 min (H1, H27) y hasta los 10 min. (H21). El fin de la liberacion del
CP1 en la mayoria de las hembras fue en un intervalo de 11 a 15 min; sin
embargo, se pueden observar a los 10 min (H1,H5 y H7) y 19 min (H13 y H14),

también.

Segundo cuerpo polar.

En la figura 7, se observa la cinética de la liberacion del segundo cuerpo
polar (CP2). La primera hembra (H1) en presentar el CP2 liberado fue a los 11
min. La mayor parte de las hembras iniciaron la liberacién del CP2 entre los 16
a 18 min. Sin embargo, en algunas hembras (H13 y H14) se observé a los 20 min.
La mayoria de los ovocitos finalizaron la liberacion del CP2 en un intervalo de
24 a 27 min, después del desove. Se observan también a los 18 min (H28) y 37

min (H18).
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Fig. 7.- Cinéticas de la liberacidn del primer (a) y segundo cuerpo polar (b) en desoves
de 30 hembras (H1-H30) del camardn blanco Litopenaeus vannamei, en los
meses de febrero a abril del 2002.
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Estimacion del porcentaje de ovocitos con los cuerpos polares liberados en
funcion del tiempo.

Se estimaron a partir de la figura 7, los tiempos a los cuales el 50 y
100% de los ovocitos presentaron el CP1y el 25, 50 y 100% con el CP2 , con
intervalos de 1 min (Fig. 8). Para el 50 % de los ovocitos con CP1 la moda fue de
10 min, se registraron los tiempos minimos y madximos a 6 y 12 min
respectivamente. La moda para el 100% de los ovocitos con el CP1 liberado fue
de 13 min. Se registraron los tiempos minimo y mdximo a 10 y 19 min.

El 25% de los ovocitos con el CP2 liberado presenté una moda a 19 min,
con el menor tiempo a los 12 min, y el mayor tiempo a los 22 min. Cuando el 50%
de los ovocitos presentaron la liberacion del CP2, la moda fue de 23 min, con un
tiempo minimo de 15 min y mdximo de 26 min. El 100 % de los ovocitos con el
CP2 expulsado presentaron una moda de 25 min, con un tiempo minimo de 18

min y mdximo de 37 min.

40 -
30 -

£

E o,

E Y= X 100% CP2

g 201 &0&0 A f ‘“‘“‘”A»QA‘*/\ 50% CP2
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O I I I [ I T I I I I I [ I I I I I T 7 I I I I I 1

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29

Hembras
Fig. 8.- Tiempos (min) para cada hembra en la cual se presentan 50 y 100% de | ovocitos con el
CP1 fuera de la membrana de fertilizacién, asi como 25, 50 y 100% con CP2 liberado en
las 30 hembras de camardn blanco Litopenaeus vannamei,
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INDUCCION A LA TRIPLOIDIA.
Inicio del tratamiento y duracion del tratamiento de shock en frio.

Se obtuvieron individuos triploides, cuando el tratamiento se aplicé a
50% de la salida del primer cuerpo polar y con duracién del 25, 50 y 100% de
los ovocitos con el segundo cuerpo polar liberado. Cuando se inici6 el
tratamiento al 100% de los ovocitos con el CP1 fuera de la MF, en ninguno de
los tratamientos se observaron triploides, resultando todos diploides al igual

que en el grupo control (Tabla 2).

Tabla 2.- Resultado de la evaluacién del nivel de ploidia (3n = triploide; 2n = diploide), obtenido
cuando se aplicé el tratamiento al 50 y 100% de los ovocitos con el primer cuerpo
polar (CP1), fuera de la membrana de fertilizacion (MF). La duracién del tratamiento
corresponde al momento cuando 25, 50 y 100% de los ovocitos presentaron el
segundo cuerpo polar (CP2) liberado. La observacion de los cuerpos polares se llevé a
cabo en el control del desove.

INICIO DEL TRATAMIENTO

Tratamiento Duracién G6rupo  50% owvocitos con  100% ovocitos con
Hembra °C (CP2 liberado) control el CP1 fuera MF el CP1 fuera MF
1 8 25% 2n 3n 2n
50% 2n 3n 2n
100% 2n 3n 2n
2 7 25% 2n 3n 2n
50% 2n 3n 2n
100% 2n 3n 2n
3 7 25% 2n 3n 2n
50% 2n 3n 2n
100% 2n 3n 2n
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Triploidia.

Los siguientes experimentos se realizaron a un tiempo de aplicacion al
50% de los ovocitos con el CP1 fuera de la MF, y con 3 temperaturas (5, 7 y 10
°C) y 3 duraciones de tratamiento (25, 50 y 100%) de CP2 liberado.

En la Tabla 3, se pueden observar los resultados del andlisis de variancia
de dos vias realizados con los porcentajes obtenidos de triploidia de los
nauplios del camarén blanco tratados con shock en frio. Se observé una
diferencia (p < 0.05) entre las ftemperaturas (Fig. 9). El porcentaje de
triploides obtenidos con la temperatura a 5 °C fue significativamente mds alto
(p < 0.05) que el obtenido a 10 °C. La temperatura a 7 °C presentd resultados
intermedios. No hubo diferencia significativa debido a la duracién (p > 0.05). La

interaccién de la temperatura con la duracién no fue significativa.

Tabla 3.- ANOVA de dos vias del porcentaje de triploidia en nauplios del camarén blanco
Litopenaeus vannamei. (SS = suma de cuadrados; g.| = grados de libertad:;
MS = cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel de significancia).

ANOVA
Efectos SS g.l MS F p
Temp 8308.5 2 4154 274 7.80 0.001
Duracion 415.7 2 207.9 0.39 0.678
Temp*Duracion 984.2 4 246.0 0.4619 0.764
Error 50607.6 95 532.7
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Fig. 9.- Porcentaje de sobrevivencia en 10s ovocrios iraiauss con respecto al control y

porcentaje de triploidia en los nauplio del camardn blanco Litopenaeus vannamei. Para
cada variable, letras iguales indican que no hay diferencias significativas (p > 0.05).

Sobrevivencia

En la Tabla 4, se puede observar los resultados del andlisis de variancia
de dos vias realizados sobre el porcentaje de sobrevivencia de nauplio de
camarén blanco a los cuales se les aplicé el tratamiento en frio. Sin embargo,
se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) entre las temperaturas (Fig.
9). Los porcentajes de sobrevivencia fueron significativamente menores a 5 y
7 °C que a la temperatura de 10 °C (p < 0.05). No hubo diferencia significativa
para el factor de duracién (p > 0.05). La interaccién de la temperatura con la

duracién no fue significativa.
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Tabla 4.- ANOVA de dos vias de la sobrevivencia de nauplios del camaron blanco
Litopenaeus vannamei. (SS = suma de cuadrados; g.| = grados de libertad:
MS = cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel de significancia).

ANOVA
Efectos SS g.l MS F P
Temperatura 8570.1 2 4285.1 6.35 0.003
Duracion 376.9 2 188.4 0.28 0.757
Temp*Duracion  1909.8 4 477 .4 0.71 0.589
Error 668342 99 675.1

En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos en el porcentaje de
eclosion, sobrevivencia y ftriploidia, de cada hembra, con sus 3 replicas,
tratadas con shock en frio y el grupo control el cual se manejo igual que los
tratados sin aplicar el tfratamiento. Se observa que el porcentaje de eclosion
en el grupo control fue del 33% al 48%. En los ovocitos tratados, el porcentaje
de eclosién fue del 12% al 31%. Cabe resaltar que se obtuvo con mds

frecuencia un resultado de 100% de triploides a 7°C.
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Tabla 5.- Porcentaje de eclosidn (E), sobrevivencia (S) y triploidia (3n) en nauplios del camarén
blanco Litopenaeus vannamei. Tratados con shock en frio a 5, 7 y 10°C, a 50% de
salida del CP1; T = temperatura; H = Hembra; R = replicas.

Duraciédn del tratamiento
T 25% 50% 100%
°c H R E S 3n E S 3n E S 3n
1 A 7 19 100 20 59 100 21 64 100
B 12 34 89 10 30 86 17 51 83
C 4 10 68 15 45 85 16 48 90
2 A 13 60 82 4 24 53 3 22 51
B 13 62 61 10 58 82 9 63 82
5 C 10 48 74 4 22 76 2 16 68
3 A 18 41 83 18 44 88 18 42 79
B 23 54 83 26 63 81 20 47 72
C 20 45 87 17 41 82 19 45 85
4 A 8 21 79 8 16 89 11 26 78
B 4 11 88 5 10 84 10 23 88
C 9 23 91 8 16 86 12 28 81
Promedio 14+4 36+5 82:3 12+2 36+5 83%3 13+2 40:5 80:4
Control 355 367 337
5 A 3 5 62 2 6 2 5 100
B 1 3 1 5 70 1 3 79
C 2 5 21 2 7 4 12
6 A 15 53 100 9 46 100 8 22 90
B 13 46 100 19 99 100 16 45 100
7 C 15 53 100 13 69 100 13 37 92
7 A 20 35 78 33 100 100 29 56 100
B 17 29 71 24 99 100 43 82 75
C 33 55 69 20 83 100 41 79 100
8 A 23 44 22 20 24 23 19 32 26
B 28 54 23 15 18 21 16 27 22
C 19 37 19 24 28 19 22 36 21
Promedio 16+3 35:6 60x10 15+3 49+1173x+12 18+4 36+7 73x10
Control 48+7 39:16 46+6
9 A 39 77 42 31 53 52 39 85 49
B 32 63 51 39 68 46 47 100 53
C 43 84 48 39 67 61 35 77 58
10 A 9 30 82 4 17 82 8 53 89
B 9 31 87 5 21 82 6 39 87
10 C 6 21 82 5 19 80 11 71 83
11 A 65 82 56 71 100 41 64 93 54
B 74 94 55 56 80 57 66 97 54
C 66 83 57 44 62 38 66 97 45
12 A 12 44 53 16 49 63 5 15 51
B 8 29 58 18 54 79 6 19 69
C 8 31 57 12 38 63 5 14 0
Promedio 31+8 568 61:4 28+6 527 625 30+7 63+10 587
Control 4712 4710 41:11
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DISCUSION

En este trabajo, se logré producir triploides en porcentajes variables al
iniciar el tratamiento cuando el 50% de los ovocitos observados
simultdneamente del grupo control, presentan el primer cuero polar fuera de la
membrana de fertilizacion .

Varios autores han observado la salida de los cuerpos polares para
determinar un tiempo fijo de aplicacién. Sin embargo, la gran variabilidad
observada en los desoves de las hembras del presente trabajo demuestra la
incertidumbre de resultados al usar tiempos fijos. Guo y Allen (1994b), con el
ostién del Pacifico, Crassotrea gigas propusieron un método para inducir la
poliploidia con tiempos de aplicacion y duracién fijos. Posteriormente, Eudeline
et al. (2000 a), al querer producir tetraploides con la misma especie y método
no tuvieron éxito. Estos autores, concluyen que es necesario observar
simultdneamente la liberacién de los cuerpos polares y aplicar el tratamiento
cuando el 50% de los ovocitos observados, presenten el primer cuerpo polar
liberado. De la misma forma en este trabajo se encontraron los mejores
resultados al aplicar este criterio.

En crustdceos, la mayoria de los trabajos publicados reportan el uso de
tiempos fijos para la aplicacién del tratamiento y se han obtenido organismos
triploides utilizando la citocalasina B (CB), 6-DMAP y schock de temperatura
(P. chinensis, Xiang et al, 1992a,b; Bao, et al, 1994; Li, et al, 1999; L.
vannamei, Dumas y Campos-Ramos, 1999: P. japonicus, Norris et al, 2001; P.
chinensis; Li et al, 2003). Sin embargo, estos trabajos no mencionan si sus
resultados se pudieron repetir y en algunos casos se evalué la triploidia en

embriones, lo que no confirma la obtencion de nauplios triploides.
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De la misma forma como se aplicé para el ostién del Pacifico (Guo y Allen,
1994b), Dumas y Campos-Ramos (1999) usaron tiempos fijos de aplicacién y de
duracidn del tratamiento en el camarén blanco. Obtuvieron triploides a 10 °C
aplicando el tratamiento a los 10 y 12 min después del desove y con una
duracién de 10, 15 y 20 min, pero este resultado no se pudo repetir en intentos
posteriores (Dumas com. per.). A la luz de nuestros resultados, es evidente
que esta dificultad se debe a las diferencias en la cinética del desarrollo de los
ovocitos fecundados entre familias. Entonces, al aplicar el shock a un tiempo
fijo no se generaran los mismos resultados entre diferentes desoves.

En este sentido, el momento de aplicacion del tratamiento fue el factor
mds importante ya que determinard si se retiene el primer o el segundo cuerpo
polar . El tfratamiento se debe aplicar cuando el proceso de la meiosis estd en
el momento justo para que se pueda retener uno de los cuerpos polares. En
nuestro trabajo no se pudieron obtener triploides cuando los ovocitos
presentaban el 100% de primer cuerpo polar fuera de la membrana de
fertilizacion, lo que nos permite inferir que la meiosis II estaba en este
momento, ya muy adelantada para que se logre la retencién del segundo cuerpo
polar.

Es muy dificil lograr la retencién del primer cuerpo polar en los ovocitos
en esta especie ya que la secuencia de la liberacion se realiza en un tiempo muy
corto, dentro de los primeros 10 min posteriores al desove y en algunos casos
es menor como se demostrd en este trabajo, lo que limita el tiempo en la
manipulacion de los ovocitos para aplicar el tratamiento.

Cabe resaltar que se ha demostrado que no existen diferencias en
terminos de crecimiento entre organismos triploides de primer o segundo

cuerpo polar (Beaumont, 1994). Sin embargo, a nivel tedrico se esperaban
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diferencias ya que los friploides de primer cuerpo polar por retener los
cromosomas homdlogos, son mds heterocigoticos que los de segundo cuerpo
polar (Guo y Allen, 1994a). Ademds, es mds fdcil producir triploides durante la
meiosis IT que de meiosis I.

Por otra parte, la duracion del tratamiento es otro factor importante
para obtener porcentajes altos de organismos triploides (Felip et a/, 1997,
1999; Ruiz-Verdugo et al, 2000; Norris et al, 2001). En este trabajo no se
observaron diferencias significativas en las duraciones del tratamiento ni en la
interaccién con la temperatura. Sin embargo, se recomienda detener el
tratamiento cuando el 50% de los ovocitos presenten el segundo cuerpo polar
liberado. Ya que si el tratamiento se detiene cuando el 25% o 100% de los
ovocitos observados presenten el segundo cuerpo polar liberado, puede
interferir con la liberacion del primer cuerpo polar y obtener triploides del
primer cuerpo polar (en el caso del 25%) o con la primera division celular
obteniendo poliploides (en caso del 100%).

El porcentaje de triploidia y el de sobrevivencia presentaron una
relacién inversa con respecto a la intensidad (temperatura) del tratamiento. El
porcentaje de triploidia fue significativamente mds alto en las temperaturas
de 5 y 7 °C comparado a la de 10 °C. En el caso de la sobrevivencia, se
observaron porcentajes significativamente mds altos con la temperatura de
10 °C. En otros estudios se reportaron resultados similares (P. chinensis,
Xiang et al, 1992a,b; Bao et al, 1994; Li et al, 1999; L. vannamei, Dumas y
Campos-Ramos, 1999; 2. japonicus, Norris et al., 2001; P. chinensis, Li et al.,
2003). Sin embargo, el método que se utilizé en el presente trabajo no nos

permite llegar a conclusiones definitivas ya que se evalud el nimero de ovocitos
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solamente en el tanque de desove. Se recomienda repetir utilizando un método
mds fino para evaluar la sobrevivencia.

Por otra parte, la recolecta de los ovocitos de camarén blanco L.
vannamer, es un componente muy importante en la induccién a la triploidia. En
este trabajo, se obtuvieron mejores resultados cuando se empleé el segundo
método, los ovocitos recolectados no sufrieron dafio alguno, como membranas
rotas, deformaciones por presion o la destruccion total, ya que se mantuvieron
siempre dentro del agua y no se usé ningun tipo de malla. El nimero de ovocitos
recolectados fue mayor en un 75% que con el método I, ademds, la eclosién
observada fue la que se espera para esta especie en condiciones normales de
produccion, con un promedio del 40% o mayor.

Este trabajo representa un logro en la produccidén de triploides en el
camarén blanco L. vannamei. Se sugiere realizar la induccién iniciando el
tratamiento cuando el 50% de los ovocitos presente el primer cuerpo polar
fuera de la membrana de fertilizacién del grupo control, con una intensidad de
shock a 7 °C y una duracion del tratamiento cuando el 50% de los ovocitos

presenten el segundo cuerpo polar liberado del grupo control.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Es factible lograr la produccién de triploides de Litopenaeus vannamei,
con base en la observacién simultdnea de la liberacién de los cuerpos

polares, dado que el proceso es repetible.

El tratamiento que resulto idéneo en nuestras condiciones, para obtener
triploides es aplicar el tratamiento cuando el 50% de los ovocitos en el
control presenten el primer cuerpo polar fuera de la membrana de
fertilizacion y detenerlo cuando el 50% de los ovocitos en el control
presente el segundo cuerpo polar liberado. De las femperaturas
ensayadas, 5 y 7 °C son las mds efectivas. Sin embargo, falta repetir
para evaluar si la frecuencia mds alta del 100% de triploidia a 7 °C, es

efecto del azar o del tratamiento.
En cuanto al método de cosecha, los ovocitos recolectados después del

desove deben permanecer siempre en el agua y no se debe utilizar

hingun tipo de malla.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

Diferentes modificaciones pudieran ser aportadas a nuestro método de
induccién. Debido a que el desove es espontdneo es importante
determinar el tiempo en el cual la hembra inicia el desove. Esto se puede

llevar acabo mediante la utilizacién de un detector de turbidez.

Este método debe ser llevado aun a escala mds grande para poder
aplicarse en condiciones de produccién y evaluar su factibilidad

econdmica.

Es también primordial verificar en el estadio adultos si la triploidia del
camarén blanco conlleva esterilidad en ambos sexos, ya que la ausencia
de maduracion gonddica dard sustento a cualquier otro tipo de estudio

con los camarones triploides.

Es necesario, completar el presente estudio con datos de desempefio en
cultivo tanto de las larvas, postlarvas, juveniles y adultos comparando

diploides y friploides.

Se pudiera también considerar la produccién de reproductores
tetraploides para cruzarlos con diploides y obtener el 100% de
triploides sin aplicar tratamiento. Este método permite producir

nauplios triploides a gran escala.
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Fig. a.- Ejemplo de una grdfica obtenida mediante la citometria de flujo del
camardn blanco Litopenaeus vannamei. Grupo de diploides (2n); Grupo

de triploides (3n).

El porcentaje de triploidia se evalué mediante un andlisis de picos en las
graficas obtenidas con el citometro de flujo. Para cada temperatura, se calcula
un promedio general a partir de las medias de los picos de los fres grupos
control. Se calculan las desviaciones estdndar a partir del coeficiente de
variacién y se obtiene el promedio. Con base a que los organismos triploides

contienen 1.5 veces mds contenido de ADN que los diploides, se suma una mitad
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mds al promedio general obtenido (tabla b). Los limites del drea se establecen a
dos desviaciones estandar (Tabla a). Los valores obtenidos para la media
general y los limites inferior y superior, para diploides y triploides, se ingresan
al programa de la computadora del citémetro de flujo. Se obtienen nuevas
grdficas con los limites establecidos y el porcentaje bajo el drea de los picos

(Fig. b.). Se calcula el porcentaje de triploidia en base a estos datos (Tabla c).

Tabla a.- Obtencién de los valores en los grupos control.

i
Media Coef. Var. Desv. Est. 2(Desv. Est.)
(Control)
193.25 8.54 16.50 33.00
191.50 9.16 17 54 35.08
187.77 9.01 16.92 33.84
Prom Gral. 190.84 8.90 16.99 33.97

Tabla b .- Promedio de los triploides calculados del promedio general
del grupo control.

Ploidia Media Limite inferior Limite superior

2n 190.84 156.86 224.83
3n  286.27* 252.28 320.25

*3n=15X190.84
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Fig. b.- Grdfica con los limites inferior (LI) y superior (LS)

Tabla c.- Datos obtenidos por medio del programa del citometro de flujo y

cdlculo del porcentaje de ploidia.

Region Area Area (%) Ploidia (%)
2n 1894 22.77 4420
3n 2389 28.77 55.80 °

suma 4283 5154 100.00

- (22.77/51.54)*100
2~ (28.77/51.54)*100

50





