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Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN): Polimero de naturaleza filamentosa formado
por un gran numero de unidades, los desoxirribonucleétidos, cada uno de ellos
compuesto por una base, un azucar y un grupo fosfato. Constituye el fundamento
molecular de la herencia biol6gica (Aguado & Cuartero, 2001).

Acido ribonucleico (ARN): Acido nucleico que se encuentra principalmente en el
citoplasma y que participa en la sintesis proteica. El ARN es sinterizado a partir del
ADN nuclear. Existe bajo 3 formas: el ARN mensajero, de transferencia y
ribosomal (Aguado & Cuartero, 2001).

Alvéolo cortical: Estructura citoplasmatica, sintetizada por el oocito y compuesta
principalmente por glicoproteinas de alto peso molecular. Estas estructuras liberan
su contenido al momento de la fertilizacion, originando la reaccion cortical y

evitando con esto la polispermia (Tyler & Sumpter, 1996).

Aneuploide: Célula o individuo que contiene un niumero cromosémico que no es
multiplo exacto del nimero haploide correspondiente a una determinada especie.
Este numero se produce durante la segregacion cromosémica en individuos
hibridos o bien triploides (Zhang & Arai, 1999).

Atresia: Proceso mediante el cual se reabsorben los gametos no desovados. En
los oocitos, las células foliculares adquieren propiedades fagocitarias,
reabsorbiendo el contenido del oocito. En el caso de los machos, la atresia se
manifiesta como centros de melanomacrofagos que reabsorben los gametos no

desovados (Rodriguez-Gutierrez, 1992).
Autosoma: Cromosoma no sexual (Ayala & Kiger, 1984).

Célula diploide: Célula que tiene el nUmero normal de cromosomas caracteristico

del organismo al que pertenece (2n) (Fast, 1998).



Células esteroidogénicas: Se encuentran en los machos de vertebrados y se
componen por dos tipos de células, las Células de Leydig, productoras de
andrégenos (testosterona) y las células de Sertoli, localizadas en el epitelio
germinal de la gonada, y cuya funcion principal es apoyar y nutrir a los
espermatozoides en desarrollo (Aguado & Cuartero, 2001).

Célula haploide: Célula de los organismos con reproduccion sexual (ver gametos)
gue contiene la mitad del nimero normal de cromosomas (n) (Villee & Dethier,
1976).

Célula triploide: Célula que contiene tres juegos de cromosomas, uno
proveniente del oocito, uno del segundo cuerpo polar (en peces) y uno producto
de la fusion del oocito con un espermatozoide (3n) (Fast, 1998; Aguado &
Cuartero, 2001).

Centrémero: Region cromosdémica que se asocia con las fibras del huso durante

la mitosis y meiosis (Ayala & Kiger, 1984).
Citotipo: Individuo con un nivel particular de ploidia (Mable, 2003).

Cromatida: Cada una de las subunidades longitudinales que se hacen visibles
durante la mitosis o la meiosis en todos los cromosomas duplicados (Ayala &
Kiger, 1984).

Cromosoma: Material hereditario con distintos niveles de organizacion, cuya
estructura adquiere complejidad creciente en funcion de la evolucion, pasando de
simples moléculas de acidos nucleicos en algunos procariontes, a asociaciones de
acidos nucleicos con proteinas histonas y no histonas como componentes
guimicos mayoritarios, en eucariontes. Su funcion esencial es conservar, transmitir
y expresar la informacion genética que contienen (Sinnot et al., 1977; Aguado &
Cuartero, 2001).



Cromosoma sexual: Cromosoma especialmente implicado en la determinacion
genética del sexo en organismos animales bisexuales. Contiene genes vinculados

al caracter sexo (Aguado & Cuartero, 2001).

Destete: Proceso de sustitucion de presas vivas por alimento inerte, también

conocida como deshabituacion (Alvarez-Gonzales, 2003).

Eclosion: Proceso a través del cual el embrion emerge de las envolturas que

componen al huevo (Balon, 1981).

Epistatico: Gen que enmascara la acciébn o efecto de un gen en otro locus
(Winchester, 1981; Ayala & Kiger, 1984).

Espermatogénesis: Proliferacion de células germinales masculinas a partir de la
division mitdtica de las espermatogonias. La proliferacion de estas células provoca

el crecimiento del testiculo (Nagahama, 1983).

Embridn: (eleuteroembrion) Fase dentro del periodo embrionario de los peces que
comienza desde el momento de la eclosion hasta que son absorbidos

completamente el saco vitelino y el glébulo de aceite (Balon, 1981).

Foliculo: Tejido soméatico que rodea al oocito, compuesto principalmente por las

células de la granulosa y de la teca (Tyler & Sumpter, 1986).

Gonada: Es el o6rgano animal productor de gametos, en los machos es el
testiculo, mientras que en las hembras es el ovario (Nagahama, 1983; Grier &
Taylor, 1998).

Genoma: Contenido genético de una célula o virus (Ayala & Kiger, 1984).

Genotipo: Suma total de la informacidén genética contenida en un organismo; la
constituciéon genética de un organismo con respecto a un locus o algunos loci

génicos en consideracion (Ayala & Kiger, 1984).



Heterocigoto: Célula u organismo que contiene dos alelos diferentes en un locus

dado en cromosomas homélogos (Winchester, 1981; Ayala & Kiger, 1984).

Heterogamético: Organismo que posee dos cromosomas sexuales diferentes (en
la mayoria de las especies son los machos, e.g. XY) (Winchester, 1981; Ayala &
Kiger, 1984).

Hermafroditismo: Condicion mediante la cual una proporcién de individuos de
una poblacién funciona con ambos sexos, de manera simultanea o secuencial en

cualquier etapa de su vida (Sadovy & Shapiro, 1987).

Hermafroditismo protoginico: Modalidad del hermafroditismo en el cual las
hembras se transforman por reversion sexual en machos funcionales (Sadovy &
Shapiro, 1987).

Homogameético: Organismo que posee dos cromosomas sexuales iguales (en la
mayoria de las especies son las hembras, e.g. XX) (Winchester, 1981; Ayala &
Kiger, 1984).

Hormona gonadotrépina: Cada una de las hormonas de la hipofisis anterior que
controlan los procesos de maduracion sexual y la reproduccion en el hombre y la
mayoria de vertebrados. Son glucoproteinas cuyas dos formas mas importantes
son la hormona foliculo-estimulante y la luteinizante (Nagahama, 1983; Aguado &
Cuartero, 2001).

Homologo: Cada uno de los pares de cromosomas que contiene un organismo
eucariota diploide y que se empareja entre si durante la meiosis (Winchester,
1981).

Huso mitético: Disposicion de las fibrillas en forma de huso durante la mitosis o la
meiosis celulares, con los cromosomas situados en la region ecuatorial y, en las
células animales y las de algunos vegetales inferiores, con un centriolo en cada

uno de los polos. Ello origina la separacion de los cromatidios y el movimiento de



los cromosomas resultantes hacia polos opuestos (Villee & Dethier, 1976; Aguado
& Cuartero, 2001).

indice gonadosomaético o gonadal (IGS): También llamado coeficiente de
madurez. Es el peso de la gbénada expresado como porcentaje del peso corporal
eviscerado y sin ovario. En la mayoria de las especies con puesta estacional este
indice cambia muy notoriamente en las sucesivas etapas del desarrollo gonadal.
En cambio en peces sin estacionalidad en la puesta este indice apenas varia a
nivel poblacional. Los indices gbnadales pueden ser una herramienta Gtil para la
identificacion del momento de la puesta, pero no suele permitir la clasificacion en
estados de madurez, por lo que tiene que usarse junto con otros métodos de
diagnostico (Tyler & Sumpter, 1996; Aguado & Cuartero, 2001).

Locus: (plural loci) Es una posicion fija sobre un cromosoma, como la posicion de
un gen. Una variante de la secuencia de ADN en un determinado locus se llama
alelo. Las células diploides y poliploides cuyos cromosomas contienen el mismo
alelo en algun locus se llaman homocigotos, mientras que los que tienen
diferentes alelos en un locus se llaman heterocigotos (Winchester, 1981; Aguado
& Cuartero, 2001).

Membrana: Barrera de permeabilidad que delimita a una célula. La membrana
celular sirve para diferenciar regiones del interior de la célula, tales como el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, las vesiculas secretoras, etc. su
estructura fundamental descansa en la bicapa Lipidica, en la que se insertan
distintos tipos de lipidos y proteinas (Aguado & Cuartero, 2001).

Mosaico: Individuo que presenta dos o mas lineas celulares provenientes del
mismo cigoto, las cuales presentan una constitucién cromosémica diferente entre
si (Lou & Purdom, 1984).

Oocito: Célula germinal, constituida por ooplasma rodeado por el oolema, la zona

radiata, el foliculo y tejido somatico (Tyler & Sumpter, 1996).



Oocito hidratado: Oocito que esta listo para ser liberado y en el que los granulos
de vitelo se han fusionado, ha aumentado considerablemente de tamafio debido a

la absorcion del agua (Tyler & Sumpter, 1996).

Oogonia: Célula germinal femenina que, por sucesivas divisiones mitoticas y
meioticas, origina nuevas células — ovogonias secundarias - , las cuales se

transforman en oocitos de primer orden y luego en 6vulos (Barnabé, 1994).

Periodo juvenil: Se caracteriza en peces por la presencia de dos fases, la fase
prejuvenil, la cual inicia cuando se han formado todos los elementos de las aletas
pares e impares y termina cuando se inicia el patron de escamacion. La fase
juvenil es considerada cuando los peces han completado su patron de escamacion

y termina cuando se inicia la formacion de la génada (Ortiz-Galindo, 1991).

Periodo larvario: Periodo presente en peces, compuesto por tres fases. La fase
de preflexion, la cual inicia en el momento de la absorcion del saco vitelino, la
apertura del ano y la boca y la pigmentacion de los ojos, y en la que se observa un
notocordio recto y termina cuando se inicia la flexion del notocordio. La fase
flexion, la cual se inicia en el momento en el que comienza la flexion de la
notocorda y termina antes de la formacion de la placa hipurica. Finalmente, la fase
postflexion, la cual se da posterior a la completa flexion de la notocordia, iniciando
cuando se ha concluido con la osificacion de la placa hipuarica y termina antes de
gue se complete el nimero de elementos (radios y espinas) de las aletas pares e
4 impares (Kendall et al., 1984; Ortiz-Galindo, 1991).

Poliploide: Célula o individuo que contiene tres 0 mas juegos cromosomicos
(Benfey & Donaldson, 1988).

Recombinacién: Formacién de una nueva asociaciéon de moléculas de ADN
(cromosomas) o partes de moléculas de ADN (cromosomas) (Ayala & Kiger,
1984).
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Segregacion: Separacidon de entidades genéticas equivalentes y su distribucion a
diferentes polos celulares en las divisiones mitéticas o meioticas, células, gametos
o individuos (Aguado & Cuartero, 2001).

Segregacion cromosémica: Fenémeno por el que, al no producirse en los
tetraploides la recombinacion entre un locus determinado y el centromero, van

juntos a cado polo, en anafase, cromatidas hermanas (Aguado & Cuartero, 2001).

Siembra: Proceso de introduccién de los organismos en un sistema de cultivo,

para ser criados durante un periodo de tiempo (Alvarez-Gonzalez, 1999).

Sistema de circulacion cerrada: Es un sistema en el cual el agua se recicla con

la utilizacion de diversos filtros y se reutiliza (Alvarez-Gonzélez, 1999).

Sinapsis: Apareamiento de los cromosomas homologos durante el cigoteno y

paquiteno de la profase | (Ville & Dethier, 1976).

Sustentable: Recurso que puede mantenerse en el tiempo por si mismo, sin
ayuda del exterior y si que se produzca la escases de los recursos existentes
(Ville & Dethier, 1976; Aguado & Cuartero, 2001).

Transicion sexual (reversion sexual): Transformacion de un individuo de un

sexo en uno del sexo opuesto (Chan & Yeung, 1983).

Vitelo: Reservas del oocito formadas de lipoproteinas y fosfoproteinas, derivadas

principalmente de la vitelogenina (Tyler & Sumpter, 1996).

Vitelogénesis: Periodo de crecimiento del oocito durante el cual las proteinas de
origen extraovarico, principalmente la vitelogenina sintetizada en el higado, son

acumuladas en el oocito (Tyler & Sumpter, 1996).

Zona radiata: Membrana del oocito de apariencia estriada, compuesta de una
capa interna y otra externa, y que se forma cuando las primeras inclusiones

lipidicas aparecen en el citoplasma (Tyler & Sumpter, 1996).
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Resumen

La induccion a la triploidia se ha convertido en una herramienta promisoria
para la acuacultura, ya que los problemas asociados con la maduracion gonadal
pueden ser evitados o bien reducidos mediante la produccion de peces triploides,
los cuales son estériles. El objetivo del presente trabajo es evaluar y comparar el
efecto de la induccion a la triploidia en la cabrilla arenera, asi como el desempefio
en las etapas iniciales de desarrollo, el desempefio en estadios larvarios y
juveniles de los triploides obtenidos para posteriormente intentar establecer los
parametros del uso de animales triploides en el cultivo de esta especie. Se
obtuvieron desoves individuales y mixtos mediante induccion hormonal (LHRH-a)
En ambos casos la fertilizaciéon se llevé a cabo manualmente, utilizando el
esperma de varios machos. Los experimentos realizados se dividieron en tres
etapas, en la primera etapa se intento mejorar el método de induccién a la
triploidia; a) Se compararon los porcentajes de triploidia obtenidosa 5, 6,7, 8,9y
10 de inicio del shock en frio, b) Se evalué la variacion en el porcentaje de
triploidia obtenido en desoves individuales de hembras silvestres, c) Se
compararon los métodos de verificacion de triploidia (andalisis de eritrocitos y
citometria de flujo). En la segunda etapa se evaluaron los efectos de la induccion
en las etapas embrionaria y larvaria; a) Se comparo la velocidad del desarrollo
embrionario en individuos diploides y expuestos al shock en frio (ESF), b) Se
comparG el porcentaje de divisiones anormales, eclosion y larvas vivas en
individuos diploides y ESF de cabrilla arenera, c) Se evaluo el efecto del shock en
el porcentaje de supervivencia a la eclosion y a las 24 horas posteriores en larvas
diploides y ESF, d) Se determinaron los cambios en el porcentaje de triploidia
durante el periodo larvario y e) Se compard el crecimiento entre diploides y
triploides durante el periodo larvario. Finalmente, en la tercera etapa se evaluaron
los efectos de la triploidia en las etapas juvenil y adulta; a) Se evalu6 el
crecimiento y supervivencia durante el periodo de pre-engorda, b) Se determino la
madurez gonadica en individuos triploides. Los resultados obtenidos arrojaron en
la etapa uno; a) Diferencias significativas (P <0.05), entre los tiempos evaluados,
el mejor tiempo para inducir la triploidia fue el de 5 minutos, seguido del tiempo de
6 minutos. b) Se observd una gran variacion en el porcentaje de triploidia entre las
hembras. Sin embargo, debido a la variacion obtenida entre replicas no se
encontraron diferencias significativas, ¢) EI método de analisis de eritrocitos es
100% eficaz para separar entre diploides y triploides, utilizando el eje mayor.
Etapa 2; a) El desarrollo embrionario de las larvas ESF mostré un retraso
comparado con las larvas control, principalmente durante las etapas tempranas,
este retraso fue disminuyendo conforme avanzo el desarrollo del embridén. b) Se
encontraron diferencias significativas (P <0.05) entre las larvas expuestas al shock
y larvas control en el porcentaje de larvas muertas, y huevos muertos, asi como
una correlacién negativa entre el porcentaje de divisiones anormales y la eclosion,
c) Los grupos ESF mostraron de manera general, una reduccion en el porcentaje
de supervivencia a la eclosion y a las 24 horas posteriores, sin embargo, este fue
significativo (P <0.05) solo en algunos experimentos d) Se observd un decremento
significativo (P <0.05) en los porcentajes de triploidia a través del periodo larvario,

Xl



indicando una mayor mortalidad de las larvas triploides e) se detectaron
diferencias significativas (P <0.05) a los 30 dias de cultivo, las larvas diploides
ESF, mostraron el mayor crecimiento, seguidas de las larvas triploides y por ultimo
las larvas diploides del control. Para la ultima etapa; a) Al igual que durante el
periodo larvario, el mayor crecimiento (P <0.05) se observé en las larvas diploides
ESF, seguidas de las larvas triploides y por ultimo las larvas diploides del control.
Los resultados de citometria de flujo llevados a cabo al final del periodo de cultivo
mostraron un descenso significativo del porcentaje de triploidia, b) Se encontraron
diferencias significativas (P <0.05) en el peso de la génada entre ambos tipos de
ploidia, con los triploides presentando un indice gonadosomatico mucho menor
qgue los diploides. Los cortes histolégicos llevados a cabo en las gobnadas,
demostraron un desarrollo interrumpido en triploides. Asimismo, fue posible
observar en los triploides una proporcién de sexo diferente de los diploides. La
induccién a la triploidia en la cabrilla arenera tiene efectos significativos en la
supervivencia y crecimiento de los individuos resultantes, principalmente durante
las etapas iniciales. El desempefio de los individuos triploides en la cabrilla
arenera requiere de mas estudios durante las etapas tempranas del desarrollo, en
especial, durante el periodo larvario, el cual de acuerdo a las observaciones, es
uno de los periodos mas criticos para la supervivencia y crecimiento de individuos
triploides. La maduracion gonadica fue reducida en los triploides pero no fue
acompaiada de un incremento significativo en peso.
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Abstract

The induction and production of triploids is a promising tool for aquaculture
since the problems associated with gonad maturation can be avoided or reduced
through the production of triploid fish, which are sterile. The aim of this study was
to evaluate, in spotted sand bass, the effects of inducing triploidy during the early
stages of development, and also during the larval and juvenile stages. Spawns
were obtained by hormonal induction (LHRH-a). Fertilization was carried out
manually, using sperm of several males. The experiments can be divided into three
parts. In the first part we tried to optimize the method of induction of triploidy by
evaluating: a) triploidy percentages obtained after cold shocks applied at 5, 6, 7, 8,
9 and 10 min after fertilization; and, b) triploidy percentages obtained between
spawns of different females cross-fertilized with the same males. Additionally in the
first part triploidy verification methods were compared (analysis of erythrocytes and
flow cytometry). The second part of the experiments aimed to understand the
effects of the cold-shock treatment in embryonic and larval stages, contrasted with
embryonic and larval stages under no treatment, and evaluating: a) time or
velocity of embryonic development; b) percentages of abnormal embryonic
divisions, hatching percentages, and live larvae percentages; c) survival
percentages at hatching and 24 hours later; d) percentages of triploidy at
sequential times during the larval period; and, e) growth during the larval period.
Finally, the third part of the experiments was centered on evaluating the effects of
triploidy in juvenile and adult stages, for: a) growth and survival during the pre-
outgrowth period; and, b) gonad maturation. The results for the experiment in Part
1 indicated: A) significant higher percentages (P < 0.05) of triploidy were obtained
when the treatment was applied at 5 minutes post-fertilization; B) there is large
variation in the percentage of triploidy obtained between spawns of different
females, as well as between spawns fertilized with different males, although no
significant results were seen because of high replicate variability; C) the
alternative method for analysis of ploidy utilizing erythrocyte sizes was 100%
effective to separate between diploid and triploid when the major axis was used.
Results for the experiments in Part 2 indicated: A) the embryonic development of
larvae exposed to shock is delayed when compared with the control larvae,
especially during the early stages; B) significant differences (P < 0.05) between
diploid larvae and larvae exposed to shock were observed for the percentage of
dead larvae and dead embryos, and a negative correlation between the
percentage of abnormal embryo divisions and hatching was observed; C) the
shock-exposed groups generally showed a reduction in the percentage of survival
at hatching and 24 hours later, however, this was significant (P < 0.05) only in
some experiments; D) a significant decrease (P < 0.05) in the percentage of
triploidy through the larval period was observed, especially during the 2009
experimental season, indicating a higher mortality in triploid larvae; E) larval growth
during the 30 days of culture was significantly different (P < 0.05) between groups,
with the diploid larvae exposed to shock showing the highest growth, followed by
the triploid larvae, and with the least growth the diploid control group. Finally, the
results found for the experiments in Part 3 indicated that: A) a significant higher
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weight (P <0.05) occurred in the diploid larvae exposed to shock, followed by the
triploid larvae, and with the least growth the diploid control larvae; and, B) the
gonadosomatic index was significantly lower in triploids (P <0.05). The histological
sections performed in the gonads, showed that gonad maturation was less
advanced in triploid than in diploid, but this did not translated into a higher gain in
weight. Sex ratio was also different in triploids. To conclude, we observed that the
induction of triploidy in spotted sand bass has significant effects on survival and
growth especially during the initial developmental period, indicating that the early
stages of embryonic development are one of the most critical periods for survival
and growth in spotted sand bass induced to triploidy.
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Introduccién

La poliploidia consiste en el incremento del tamafio del genoma causado por la
presencia de tres 0 mas juegos adicionales de cromosomas dentro de un organismo (3,
triploides; 4, tetraploide; 5, pentaploide; 6, hexaploide; etc.) (Winchester, 1981,
Futuyma, 2005; Thorpe et al., 2007; Hegarty & Hiscock, 2008). Los beneficios
producidos por la poliploidia en plantas y en las Ultimas décadas, en especies de peces
dulceacuicolas, han hecho que durante el final del siglo pasado, el hombre busque
transferir esos beneficios a animales marinos (crustaceos, moluscos o peces) mediante
la induccion experimental de la poliploidia. Los beneficios aparentes de la poliploidia, en
especial de la triploidia, la han hecho una materia relevante para el hombre, no solo por
sus posibles repercusiones dentro de la acuacultura, donde poseen un gran potencial
para explotacion comercial, especialmente en la produccidon de peces de gran tamafio,
sino como modelos para la investigacion basica sobre procesos genéticos, fisiolégicos y
evolutivos dentro de muchos grupos de invertebrados y vertebrados marinos (Tiwary et
al., 2004).

Dentro de la acuacultura, el cultivo de peces con propésitos comerciales,
enfrenta serios problemas relacionados con la maduracion gonadal, la cual ocurre
frecuentemente a expensas del crecimiento somatico, debido principalmente a un
decremento en la tasa de crecimiento, asi como un deterioro en la calidad de la carne
(Piferrer et al., 2000; Felip et al., 2001; Piferrer et al., 2009). Ademas, la aportacion de
alimento de alta calidad junto con rapidas tasas de crecimiento, a menudo reduce la
edad a la cual la maduracion sexual se inicia en peces cultivados comparada con peces
silvestres de la misma especie. La maduracion temprana representa un problema
potencial para el cultivo de una especie ya que se produce una gran proporcion de
individuos maduros pero de pequefio tamafio y ademas, con un pobre potencial de
crecimiento (Basavaraju et al., 2002; Manning et al., 2004; Piferrer et al., 2009). La
induccion a la triploidia se ha convertido en una herramienta promisoria para la
acuacultura, debido a que en muchas de las especies que han sido inducidas a la
triploidia, los triploides son funcionalmente estériles. Debido a esta caracteristica, la

triploidia en peces ha sido util en algunas especies para control de sobrepoblacién, para
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incrementar el crecimiento y para mejorar la supervivencia ya que en peces diploides se
observan mortalidades relacionadas con la maduracion gonédica. (Tiwary et al., 2004).
Los individuos triploides poseen un conjunto adicional de cromosomas, proveniente del
segundo cuerpo polar en el caso de los peces, ya que el primer cuerpo ha sido
expulsado durante la meiosis | antes de que ocurra el desove. El cuerpo polar es
basicamente un conjunto materno de cromosomas y normalmente es expulsado del
oocito poco después de la fusién de los pronucleos maternal y paternal para que se

mantenga el nimero de cromosomas a un nivel diploide.

Induccidn a la triploidia.

La triploidia ha sido inducida en muchas especies de peces, bloqueando la
segunda division meidtica a través de tratamientos fisicos o quimicos. Dentro de los
tratamientos fisicos se encuentra la presion hidrostatica y la temperatura. La presion
hidrostatica es un método efectivo ya que todos los huevos reciben un tratamiento
uniforme, sin embargo, este tratamiento solo se puede aplicar a un reducido volumen de
huevos al mismo tiempo (Benfey et al. 1988). La temperatura puede ser utilizada en
forma de shock en caliente (26-36 °C) o de shock en frié (-1-12 °C) (Lincoln et al., 1974,
Valenti, 1975; Thorgaard et al., 1981, Utter et al., 1983; Cassani & Caton, 1985; Baldwin
et al.,, 1990; Dubé et al., 1990; Felip et al., 1997; Piferrer et al., 2003). Dentro de los
tratamientos quimicos se encuentra la colchicina, la cual es un alcaloide utilizado
principalmente en plantas (Smith & Lemoine, 1979), la citocalacina B, la cual es un
antibidtico fuertemente toxico (Longo, 1972; Refstie et al., 1977; Allen & Stanley, 1979;
Zhenmin et al.,, 1994), la 6-dimetilaminopurina o 6-DMAP, la cual es un compuesto
guimico que puede ser disuelto en agua (Desrosiers et al., 1993; Szoll6si et al., 1993), y
por ultimo, el 6xido nitroso (Shelton et al., 1986). De los agentes quimicos mencionados
solo el oxido nitroso ha mostrado cierto potencial para inducir la triploidia en peces
(Benfey & Donaldson, 1988), el resto son utilizados principalmente en moluscos
(Garrido-Ramos et al., 1996). De los diferentes métodos, el mas facil, barato y efectivo
parece ser el shock de temperatura o térmico, ya que no requiere el uso de quimicos,
tampoco de aparatos costosos y puede ser utilizado para tratar una gran cantidad de
huevos a la vez (Lemoine & Smith, 1980; Arai & Wilkins, 1987; Benfey & Donaldson,
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1988; Piferrer et al., 2009). Adicionalmente, el shock en frio en general, ha sido
altamente exitoso en especies de aguas templadas a célidas, como es el caso de una
gran cantidad de especies marinas explotadas actualmente (Wolters et al.,, 1982;
Holmerfjord & Refstie, 1997; Piferrer et al., 2003; Alcantar-Vazquez et al., 2008).

Determinacion del nivel de ploidia.

El éxito de un programa de induccién a la triploidia es medido por la proporcion
de triploides que se presentan dentro de la poblacibn que ha sido expuesta al
tratamiento. Debido a que diploides y triploides presentan una apariencia externa
idéntica en un gran numero de especies, varias técnicas han sido empleadas para
facilitar su identificacion. Estas técnicas estan basadas en el incremento en el nimero
de cromosomas, o bien en el incremento resultante en el tamafio celular o nuclear
(Benfey & Donaldson, 1988; Nai-Hsien et al., 1993; Thomas & Morrison, 1995). Algunas
de estas técnicas incluyen; analisis de cariotipos (Thorgaard et al., 1981), medicion
celular y nuclear de eritrocitos (Benfey et al., 1984), método de tincion de nucléolos con
plata (Gold & Ellison, 1982), citometria de flujo (Allen, 1983), electroforesis de proteinas
(Liu et al., 1978), examinacion de rasgos morfoldgicos (Thorgaard, 1983; Maxime, 2008)
y por ultimo, citofotometria microscopica (Komen et al., 1988). La citometria de flujo es
actualmente la técnica mas moderna en la determinacion de cantidades de ADN dentro
de células, permitiendo una separacion precisa entre triploides y diploides. Sin
embargo, la medicion nuclear y celular de eritrocitos es una de las técnicas mas
utilizadas para identificar entre diploides y triploides cuando no se cuenta a la mano con

un citometro de flujo.

Efectos de la induccion a la triploidia.
Etapas tempranas

Aunque la mayoria de los estudios realizados en individuos triploides se
concentran en el crecimiento durante las etapas juvenil y adulta, la dinamica
hematolégica, el desempefio durante situaciones de estrés y el desarrollo gonadal
(Benfey & Sutterlin, 1984; Piferrer et al., 2000), es necesario estudiar otros aspectos; en

especial los relacionados con el desempefio durante las etapas tempranas de
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desarrollo, como son el desarrollo embrionario y el periodo larvario. Estos aspectos son
igualmente determinantes para evaluar su utilidad en la acuacultura (Solar et al., 1984),
ya que pueden predecir, al menos de manera parcial, los efectos a largo plazo de la
triploidizacion (Quillet et al., 1988).

La variacion observada en los porcentajes de triploidia y supervivencia obtenidos
en una misma especie y bajo un mismo tratamiento es un aspecto a considerar. Esta
variacién ha sido observada muchas veces por diferentes autores y en varias especies
(Lincoln et al., 1974; Thorgaard et al., 1981; Cassani & Caton, 1985; Dubé et al., 1990).
Las causas detras esta variacion pueden incluir factores genéticos relacionados con el
tiempo de salida del segundo cuerpo polar, una susceptibilidad diferencial hacia el shock
térmico, diferencias en el grado de maduracién entre las hembras, o bien pequefas
variaciones en la intensidad del shock aplicado (Cassani & Caton, 1985; Dubé et al.,
1990; Felip et al., 1997). La calidad relativa de los oocitos utilizados es otro aspecto
importante, el cual puede constituir una de las principales fuentes de variacion dentro de
un experimento de induccién a la triploidia, ya que el estatus (tamafio, composicion
guimica) y origen de los oocitos utilizados es determinante para el éxito de este proceso
experimental (Diaz et al., 1993; Kjagrsvik et al., 2003). Todos los factores que generan
variabilidad en los resultados pueden comprometer el uso comercial de los triploides
(Shelton et al., 1986).

Adicionalmente, un incremento en el numero de embriones y larvas muertas ha
sido documentado por varios autores como un efecto negativo de la induccion a la
triploidia (Solar et al., 1984; Cassani & Caton, 1985). Este incremento probablemente
esta relacionado con dos factores; el tratamiento aplicado y el aumento en el nimero de
cromosomas. El tratamiento aplicado envuelve tres variables; La primera y
probablemente la mas importante en la mayoria de las especies, es el tiempo de
entrada al shock de los huevos recién fertilizados. Ha sido reportada una baja
supervivencia cuando el shock es aplicado demasiado rapido después de la fertilizacién
(Johnstone, 1985; Piferrer et al., 2003). La segunda variable es la intensidad del shock
(en este caso la temperatura), la cual de acuerdo a varios autores debe estar cercana a
los niveles letales (temperaturas sub-letales) de cada especie en particular para que

sea efectivo (Chernenko, 1986; Holmerfjord & Refstie, 1997). Por ultimo, la tercera
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variable es la duracion del tratamiento, la cual esta ligada intimamente a la temperatura,
ya que cuando estd se reduce (en el caso de shock en frio), se incrementan los
porcentajes de triploidia obtenidos a duraciones mas cortas. Asimismo, los porcentajes
de supervivencia pueden reducirse significativamente al aumentar la duracién del
tratamiento. El segundo factor que debe ser tomado en cuenta, es la adicion de un
tercer juego de cromosomas producto de la triploidizacion. De manera general, se
reporta un decremento de la supervivencia conforme el porcentaje de triploides
aumenta (Johnstone, 1985; Holmerfjord & Refstie, 1997; Piferrer et al., 2000; Maxime,
2008).

Estos factores pueden afectar negativamente, ya sea de manera individual o
sinérgicamente, el funcionamiento del huso mitético y/o la dinamica de los microtubulos
durante las primeras etapas de la division celular provocando un incremento en la
proporcion de divisiones anormales (anormalidades de los blastoméricas en la
segmentacion), las cuales pueden ser responsables de la alta mortalidad observada en
varios estudios (Johnstone 1985; Felip et al. 1997; Holmerfjord & Refstie 1997). Sin
embargo, existen pocos reportes en especies marinas acerca del efecto de la triploidia
en las primeras divisiones y su relacion con la proporcion de divisiones anormales, la

supervivencia a la eclosion y la ocurrencia de mortalidad larvaria (Sultana, 2005).

Desarrollo gonadal.

El desarrollo gonadal a menudo es un tema complejo en individuos triploides, ya
gue durante un evento de induccién a la triploidia no todos los componentes de la célula
aumentan de tamafio conforme lo hace el nivel de ploidia, alterando las relaciones
geométricas entre componentes claves de la maquinaria utilizada para segregar los
cromosomas durante la meiosis (Turner, 1984; Mable, 2004; Otto, 2007). A este
respecto, varios autores han reportado que las hembras y machos triploides son
funcionalmente estériles, resultado de una falla en el movimiento y sinapsis de los tres
cromosomas homodlogos al momento de aparearse durante la meiosis | (Cassani &
Caton, 1985; Arai & Wilkins, 1987; Aldridge et al., 1990; Benfey, 2001; Piferrer et al.,
2009). En este caso, los gametos son el Unico tipo de células afectadas, ya que todos

los tipos celulares restantes se dividen por mitosis en lugar de meiosis. La diferencia
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entre estos dos tipos de division celular es que solo en la meiosis los cromosomas
homoélogos se unen sindpticamente antes de llevar a cabo la division (Benfey &
Donaldson, 1988).

Con base en estudios realizados en los ultimos afios, ha sido posible determinar
en gran medida las razones detrds de los diferentes grados de disfuncion reproductiva
observados en organismos triploides. Cal et al. (2005) mencionan que la triploidia altera
el desarrollo gonadal, especialmente en las hembras, donde la meiosis ocurre muy
temprano en el desarrollo de los oocitos, por lo tanto, los ovarios de las hembras
triploides permanecen en un estado primario (Benfey & Donaldson, 1988; Felip et al.,
1999). De manera general, la produccién de la hormona gonadotropina desciende
(GnRH), causada ya sea por los bajos niveles de retroalimentacion positiva de los
esteroides sexuales o0 bien por un descenso en la respuesta de las células sensoriales a
factores ambientales requeridos para la maduracion gonadal (Manning et al., 2004;
Maxime, 2008). Por ultimo, los bajos niveles de esteroides sexuales observados en
algunas especies de hembras triploides, en particular el estradiol 17-3, se reflejan a su
vez en una baja bio-sintesis de vitelogenina por parte del higado (Manning et al., 2004).
En contraste, el desarrollo gonadal y los niveles de andrégenos en machos triploides
pueden alcanzar niveles comparables con aquellos de machos diploides. Lo anterior se
debe probablemente a que la division de las espermatogonias por mitosis, la formacion
de cistos y la division de células esteroidogénicas son eventos pre-meioticos en los
machos, lo cual permite un desarrollo normal hasta este punto. Adicionalmente, ha sido
reportada actividad meidtica en machos triploides, incluyendo procesos
espermatogénicos activos con la subsiguiente produccibn de espermatozoides
funcionales pero aneuploides, los cuales producen por consiguiente embriones
aneuploides cuando son usados para fertilizar huevos haploides. Estos embriones por
lo general solo sobreviven hasta la eclosion (Benfey & Donaldson, 1988; Felip et al.,
1999). Chourrout (1988), sefiala que los machos triploides son fisiolégicamente fértiles,
pero genéticamente estériles. Mientras que las hembras son estériles, y retienen la

apariencia y tasa de crecimiento de un pez en estadio juvenil (Galbreath et al., 1994).



Proporcién de sexos.

En algunos peces, variables ambientales, tales como la temperatura y el pH han
demostrado tener un efecto en la determinacion del sexo (Devlin & Nagahama, 2002).
Adicionalmente, se han detectado muchos tipos de determinacién sexual en peces que
son controlados por factores genéticos, algunos de estos tipos incluyen, XX-XY, XX-XO,
X1X2X1X2, XX-XY1Y2 (macho heterogamético) y ZW-ZZ (hembra heterogamética)
(Devlin & Nagahama, 2002). La adicién de un tercer juego de cromosomas, producto de
la triploidizacion puede alterar el patrén de determinacién sexual de la especie en
particular y con esto cambiar la proporcion de sexos dentro de la poblacion triploide. Lo
anterior es causado probablemente por la alteracion de factores sexuales epistaticos o
autosomicos (Devlin & Nagahama, 2002; Piferrer et al., 2009). Si las hembras son el
sexo homogametico XX y los machos el sexo heterogamético, XY, solo dos tipos de
triploides podran producirse, XXX y XXY. Ambos tipos estarian representados en una
proporcion de 1:1. En cambio, si la hembra es el sexo heterogamético, WZ, y el macho
el sexo homogamético, ZZ, la descendencia resultante sera completamente WZZ, es
decir hembra. Este tipo de alteraciones en el patron normal de determinacion sexual
han sido reportadas previamente por diferentes autores en varias especies (Wolters et
al., 1982; Haffray et al., 2005; Omoto et al., 2005) y pueden arrojar luz sobre el tipo de

determinacién del sexo presente en dichas especies.

Crecimiento.

El crecimiento es uno de los procesos mas importantes para un organismo, ya
gue determina la velocidad con la cual un individuo alcanza su etapa reproductiva y por
lo tanto su habilidad para persistir como especie. Los animales, incluyendo los peces,
en general, pueden emplear estrategias diferentes para lidiar con el incremento de
tamafo celular que acompafa a la triploidia (Mable, 2003). Aunque el tamafio celular
tipicamente es mayor en organismos triploides, el tamafio corporal de estos puede no
ser alterado. Observaciones realizadas en especies de peces, reptiles y mamiferos,
indican que el incremento de tamafio en las células triploides (o de nivel de ploidia
superior) no necesariamente resulta en tamafios corporales mayores. En estos casos,

se reporta que probablemente existen mecanismos de desarrollo que regulan el
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crecimiento para compensar el tamafo celular (Mable, 2004; Comai, 2006). Como una
generalizacion, es mas probable que la triploidizacién produzca un incremento en el
tamafo corporal de invertebrados (crustaceos y moluscos), comparado con el de
vertebrados, incluyendo a los peces (Comai, 2006; Otto, 2007).

Cuando el desarrollo es controlado por gradientes morfégenos (sustancias o
elementos que controlan el patron de desarrollo de un tejido o bien la posicion de
células especializadas dentro de un tejido), la triploidia no afecta el tamafio corporal,
debido a que la triploidia no afecta la densidad global de material celular, es decir el
namero de células por unidad de &rea, solo como éste se ordena (en células que son
1.5 veces més grandes y que contienen 1.5 veces mas ADN). En contraste, cuando el
crecimiento es determinado por interacciones célula-célula o donde existen un nimero
fijo de células en el adulto, la triploidia, deberia directamente influenciar el tamafio
corporal (Otto, 2007).

Ha sido sugerido que probablemente existe un limite inferior en el numero de
células necesarias para formar tejidos y érganos en los vertebrados, incluyendo los
peces (Otto, 2007). Esto hace posible que los peces puedan regular el nimero de
células y de esta forma lidiar de mejor manera con los cambios en la regulacion de la
proporcion de la expresion genética y los patrones de desarrollo acarreados por la
triploidizacion (Mable, 2004; Otto, 2007).

Células mas grandes tienden a presentar un area superficial mas pequefia en
relacion al volumen, un fendmeno que puede ocasionar el crecimiento mas lento de las
células triploides (Molnar, 2000; Mable, 2004). Este crecimiento mas lento puede ser
observado a etapas muy tempranas asumiendo que la tasa de divisibn mitotica es
afectada por la triploidia. Sin embargo, en algunas ocasiones se ha observado una tasa
mas rapida de desarrollo embrionario en individuos triploides (Happe et al., 1988). Lo
anterior se esperaria, dado que el transporte a través de la membrana limita el
crecimiento bajo ciertas circunstancias (Oliva-Teles & Kaushik, 1990; Mable, 2004) Si
la geometria celular afecta o no la tasa de crecimiento, depende de las caracteristicas
biolégicas de la especie cultivada, de las condiciones ambientales (especialmente la
temperatura) en las cuales se desarrolla y la calidad del alimento suministrado (Qin et

al., 1998). Quiza como una consecuencia de un decremento de las tasas metabdlicas,
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los individuos triploides puedan exhibir un desarrollo mas lento, sin embargo, este
patrén no es siempre cierto y puede ser revertido, ya que existen especies donde los
organismos triploides alcanzan tallas mas grandes que los diploides (Mable, 2003; Otto,
2007; Fast, 1998). Varias hipotesis han sido emitidas para explicar estas diferencias en
el crecimiento entre diploides y triploides. Estas incluyen; reduccion en el desempefio
debido al estrés generado por el proceso de induccion a la triploidia (Piferrer et al.,
2003), una reduccion en la agresividad y la habilidad competitiva cuando son cultivados
junto con individuos diploides (Cassani & Caton, 1985), diferencias entre diploides y
triploides en el tamafo celular, nimero de células o morfologia (Small & Benfey, 1987),
la ausencia del efecto anabdlico de los esteroides sexuales debido a la reduccion de la
gonada en organismos triploides (Felip et al., 2001). Por ultimo, en el caso de
presentarse un mejor desempefio por parte de los individuos triploides, se sefala la
aparicion de ventajas energéticas generadas por la reduccion en el desarrollo gonadal
(esterilidad) comparado con individuos diploides, cuando estos ultimos inician la
maduracion gonadica (Wolters et al., 1982).

En los ultimos afios numerosos estudios se han llevado a cabo para evaluar el
desempeiio de organismos triploides y diploides (Galbreath et al., 1994), obteniéndose
resultados altamente variables, incluso entre individuos de la misma especie, bajo
condiciones de cultivo similares (Felip et al., 2001; Maxime, 2008). Los datos recogidos
en diversas especies muestran que la tasa de crecimiento, asi como la conversion
alimenticia en organismos triploides, supera en varias especies, la de los organismos
diploides después de la maduracion gonadica (Fast, 1998; Qin et al., 1998). Lo anterior
se atribuye a que derivan energia metabolizable hacia el crecimiento somatico en lugar
de utilizarla para la produccion de gametos (Carter et al.,, 1994; Saddler et al., 2000;
Felip et al., 2001). De hecho, en algunas especies, los individuos triploides pueden
alcanzar pesos 40% mas elevados que los de individuos diploides (Garrido-Ramos et
al., 1996).

Incremento del tamafio celular y desempefio en condiciones sub-optimas.
Los eritrocitos de los peces son nucleados y contienen una proteina que se une

al oxigeno, llamada hemoglobina, la cual es critica para la entrega de oxigeno a los
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tejidos que desarrollan procesos metabdlicos (Saddler et al., 2000). Los organismos
triploides poseen eritrocitos mas grandes que los diploides, pero el nUmero total de
eritrocitos se reduce para mantener el hematocrito al nivel de organismos diploides. De
manera general, se reporta que los individuos triploides difieren de los diploides en que
poseen un menor numero de células en la mayoria de los tejidos y 6rganos, como
consecuencia del incremento en el tamafio celular (Benfey et al., 1997; Benfey, 2001).
El volumen del ndcleo de la célula se incrementa para acomodar el material genético
extra, lo cual resulta en un incremento del volumen celular. Debido al mayor tamafio de
los eritrocitos, la proporcion area superficial-volumen se reduce conforme se incrementa
el tamafo celular y por ende el area superficial disponible para el intercambio gaseoso
es menor, lo cual en algunas especies puede limitar la capacidad aerdbica y metabdlica
de los organismos triploides (Benfey et al., 1997; Tiwary et al., 2004; Maxime, 2008). De
igual forma, como resultado de la reduccion en el numero de eritrocitos, el contenido de
hemoglobina, asi como la proporcion hemoglobina-oxigeno se ven afectados, lo cual
puede resultar, como se menciond previamente en un decremento de la capacidad
aerobica y finalmente en una limitada capacidad de suministrar oxigeno a los tejidos
(Ojolick et al.,, 1995). Estos mismos autores mencionan que debido a estas
caracteristicas, los organismos triploides se desenvuelven pobremente cuando se
encuentran sometidos a altas temperaturas por largos periodos. Esto se debe a que,
ademas de reducir la solubilidad del oxigeno en el agua, el incremento en la
temperatura produce un incremento de la demanda metabdlica de oxigeno por parte del
pez y un decremento en la afinidad hemoglobina-oxigeno (Benfey et al., 1997; Maxime,
2008). Por lo tanto, periodos de exposicidon crénica a condiciones sub-optimas resultan
en un incremento de la mortalidad comparado con los diploides.

Adicionalmente, existen otros factores que afectan el transporte de oxigeno y que
se encuentran directamente relacionados con las dimensiones de los eritrocitos
triploides, entre los que se encuentran; las caracteristicas de la sangre y los procesos
relacionados con la membrana plasmatica. Las caracteristicas de la sangre a su vez
incluyen; la viscosidad, la capacidad de deformacién (deformatibilidad) de los eritrocitos
y la regulacion de la afinidad de la sangre por el oxigeno a través del pH y el ATP de los

eritrocitos. Los procesos relacionados con la membrana plasmatica que son afectados
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por la triploidia involucran principalmente el llevar a cabo procesos metabdlicos basicos
en células de mayor tamafo, incluyendo el intercambio ya sea a través de difusion o
intercambio activo (afectando la quimica de unién de los receptores celulares), la
transduccion de sefales y las actividades enziméticas relacionadas con la membrana
celular. Estos factores todavia se encuentran pobremente comprendidos en organismos
triploides y siguen siendo principalmente tedricos ya que no han podido comprobarse
totalmente de manera experimental (Saddler et al., 2000; Ballarin et al., 2004; Maxime,
2008). Sin embargo, pueden ser importantes para un suministro eficiente del oxigeno
durante situaciones de estrés ambientales, como cambios de temperatura u oxigeno
(Saddler et al., 2000).

Uso potencial de triploides para el control reproductivo y genético de peces cultivados.
La triploidia tiene una gran variedad de aplicaciones dentro de la acuacultura, ya
gque de acuerdo a las regulaciones de E.U. y la comunidad europea (Directiva
90/220/CEE del 23 de Abril de 1990) los especimenes poliploides, incluyendo triploides
y los hibridos no son considerados organismos genéticamente modificados (OGMs), por
lo tanto estan exentos de las estrictas regulaciones actualmente aplicadas para el uso y
resguardo de OGMs en las granjas acuicolas (Piferrer et al., 2009). Aunque la
superioridad (crecimiento o supervivencia) de los organismos triploides no siempre ha
sido observada, el uso de peces triploides puede ser una solucién cuando existen
restricciones sobre el cultivo de peces diploides (Galbreath et al., 1994), especialmente,
cuando estos se cultivan fuera de su area natural de distribucién. La triploidizacion es
comunmente reconocida como la forma mas practica y costo efectiva de producir peces
estériles a gran escala (Maxime, 2008). Los peces estériles pueden prevenir el
cruzamiento entre organismos que escapan del cultivo con organismos de poblaciones
naturales, de la misma especie o bien a través de la hibridacion y de esta forma evitar la
interferencia con adaptaciones evolutivas presentes en el pool genético de poblaciones
silvestres, las cuales pueden ocasionar la pérdida de diversidad genética natural (alterar
frecuencias alélicas, interrupcion del flujo genético inter-poblacional, ruptura de
complejos genéticos localmente co-adaptados). Al mismo tiempo, se previene el

establecimiento de poblaciones no deseadas ajenas al ecosistema, y con esto, la
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competencia inter-especifica con poblaciones nativas o bien la depredacion de estas
tltimas (Utter et al., 1983; Thorgaard, 1986; Galbreath et al., 1994; Withler et al., 1998;
Piferrer et al., 2009). El valor de los peces triploides para reducir o evitar interacciones
genéticas entre peces cultivados y silvestres requiere una evaluacion de su
comportamiento y desempefio en el ambiente natural. Sin embargo, existe poca
informacion disponible acerca de peces triploides en el ambiente natural (Piferrer et al.,
20009).

Caracteristicas de la especie.

Paralabrax maculatofasciatus esta incluido dentro del orden Perciformes,
suborden Percoide, familia Serranidae. Esta familia esta constituida por tres subfamilias
representando un total de 449 especies que se distribuyen en 62 géneros (Nelson,
1994). Perteneciente a la subfamilia Serraninae, el género Paralabrax se constituye por
seis especies P. auroguttatus, P. clathratus, P. humeralis, P. loro, P. nebulifer y P.
maculatofasciatus (Heemstra, 1995).

La cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus se distribuye desde la bahia de
Monterey, California hasta las costas de Mazatlan, México, incluyendo el Golfo de
California; en donde constituye un componente regular en la ictiofauna (Miller & Lea,
1972). Es un habitante regular en bahias y zonas costeras en fondos arenosos
cercanos a rocas y praderas de plantas marinas, en donde actia como un carnivoro
activo que se alimenta durante el dia, basicamente de crustaceos bentdnicos y peces
pequefios (Heemstra, 1995).

Paralabrax maculatofasciatus tiene un comportamiento reproductivo complejo,
exhibiendo como modalidad reproductiva el hermafroditismo protoginico, Oda et al.
(1993) mencionan que en las costas de California se presenta como un gonocorico
secundario. Mostrando una alta proporcion de hembras entre los organismos jovenes
(21-23 cm) y una mayor proporcion de machos entre los organismos adultos (23-29 cm)
(Heemstra, 1995).

Esta especie se comporta como un desovador parcial, debido a que las hembras
maduras exhiben ovocitos en diferentes etapas de desarrollo, desde previtelogénicos

hasta vitelogénicos avanzados (Lluch-Cota, 1995). Los huevos de Paralabrax
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maculatofasciatus presentan una talla entre 720 y 840 mm de didmetro cuando estan
hidratados, y una fecundidad parcial que varia de 10300 huevos por desove (Lluch-
Cota, 1995) hasta 45000 huevos por desove (Oda et al., 1993). El analisis histologico
realizado por Lluch-Cota (1995) revel6 una frecuencia de desove de 2.6 dias/desove,
ademas la presencia de ovarios con foliculos postovulatorios del Dia 0 y 1, indican que
son capaces de realizar desoves diarios.

Los meses con mayor frecuencia de desoves y produccion de huevos son de
febrero a mayo, cuando la relacion de sexos es de 3:2 (hembras por macho). Cuando
se incrementa la temperatura a partir de julio y hay presencia de ejemplares en

transicion sexual, disminuye la produccion de huevos (Lluch-Cota, 1995).

Antecedentes en la cabrilla arenera.

Hace mas de una década varias instituciones incluyendo el CICIMAR
comenzaron a mostrar interés en investigar y proponer el desarrollo de sistemas y
tecnologias de cultivo aplicables a especies locales de importancia comercial. Dentro de
este grupo, destaca en particular la cabrilla arenera, ya que en es una de las especies
con mayor esfuerzo de investigacion en México en los ultimos diez afos (Civera et al.,
2003). Los estudios para desarrollar la tecnologia de cultivo de la cabrilla iniciaron con
Matus-Nivon et al. (1990), al sefialarla como una especie con potencial acuacultural,
debido al crecimiento obtenido en sus primeros dos meses de vida y su resistencia al
manejo. Posteriormente Avilés-Quevedo et al. (1995) desarrollan un proyecto tedérico en
el que establecen la obtencién de organismos de talla comercial (25-30 cm LT) entre los
8-11 meses de edad. Adicionalmente, sefialan que esta especie presenta ciertas
caracteristicas como; ser altamente tolerante al manejo, a la exposicién al aire y a
varios factores ambientales, presentar baja territorialidad en cautiverio, adaptarse al
cautiverio con rapidez, no presentar agresividad entre los especimenes aun sometida a
hacinamiento, aceptar rapidamente diferentes tipos de dieta y, por dltimo, los individuos
se muestran tranquilos y no nadan activamente si cuentan con un refugio, lo que
refuerza su potencial de cultivo. En lo que respecta al grupo de trabajo del CICIMAR,
aqui se desarrolla un esquema integral para obtener un paquete tecnoldgico de la

cabrilla arenera, incluyendo 5 etapas; produccién de alimento vivo; produccion de
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huevos; cria larvaria; calidad del agua y enfermedades, y engorda de juveniles. En lo
gue respecta a la produccion de alimento vivo, con el trabajo de Galindo (1998) se
busca un alimento intermedio entre el rotifero y la Artemia, asi se establecen las
condiciones para la produccion intensiva de un copépodo marino Pseudodiaptomus. Lo
anterior permite su incorporacion al esquema de alimentacion para la cabrilla arenera
utilizado por Alvarez- Gonzalez (2001), junto con el enriquecimiento de los rotiferos,
nauplios y metanauplios de Artemia con emulsificantes comerciales. Por otro lado, los
resultados de la produccién de huevos, permiten establecer las condiciones Optimas de
fotoperiodo (13L: 11D) y temperatura (23 °C) en un sistema de circulacion cerrada, lo
cual en Ultima instancia permite inducir a la maduracion gonadica y obtener el desove
espontaneo en diferentes estaciones a lo largo del afio (Rosales-Velazquez, 1997), con
lo que se obtienen huevos de la calidad y cantidad necesaria para los procesos
experimentales requeridos. A este respecto, Martinez-Brown (2007) probé diferentes
alimentos balanceados, incluyendo dos niveles de proteina, tres niveles de acidos
grasos esenciales y dos alimentos frescos. Los resultados indicaron que la mayor
calidad se presenta en los embriones obtenidos de reproductores alimentados con
mojarra (alimento fresco). La cria larvaria, se logro llevar hasta el periodo juvenil en
sistemas de circulacion cerrada, probando diferentes densidades de siembra se alcanzo
un supervivencia del 11.1 % a los dos meses de edad (Alvarez-Gonzélez et al., 2001).
Adicionalmente, se logréo el seguimiento de los parametros de calidad del agua
(fisicoquimicos y microbiolégicos) durante la cria de larvas y el estudio de
enfermedades en adultos (Martinez-Diaz, 1995). Por ultimo, se determin6 la mejor
densidad de siembra para la preengorda y la engorda en jaulas flotantes (Grayeb del
Alamo, 2001), logrando una talla por debajo del esperado en el esquema teérico de
Avilés-Quevedo et al. (1995), debido en parte a la maduracién temprana de los
organismos bajo cultivo.

La maduraciéon precoz de la cabrilla limita su potencial de cultivo, ya que al
presentarse la maduracion en etapas tempranas, el crecimiento se detiene, lo cual
extiende el periodo de tiempo necesario para alcanzar la talla comercial. Por lo anterior,
utilizando la informacién generada por los trabajos mencionados, se ha iniciado la

implementacion de algunas técnicas genéticas que permitan evitar o al menos reducir
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esta maduracion precoz. Estas técnicas incluyen la Induccion a la triploidia, la cual fue
desarrollada por Alcéantar-Vazquez et al. (2008), el cual reporta un tratamiento que
permite alcanzar un 100% de triploides utilizando un shock en frio con un tiempo de
inicio después de la fertilizacién de 5 min, una temperatura de 8° C, y una duracién de
20 minutos. Siguiendo la misma linea de investigacion, con el presente trabajo, se
propone mejorar el protocolo de induccion a la triploidia ya anteriormente desarrollado,
en particular la supervivencia, asi como evaluar los efectos del proceso de induccion a
la triploidia y la adicion de un tercer juego de cromosomas, sobre las etapas iniciales de
desarrollo, el periodo larvario, juvenil y el proceso reproductivo. Lo anterior con el
propésito de determinar si la triploidia puede traer ventajas al cultivo de la cabrilla y ser

incluida dentro del paquete tecnologico de esta especie.
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Antecedentes.

Aunque la domesticacion de peces inicié hace siglos, la aplicacion de técnicas de
triploidizaciéon fue investigada inicialmente por Swarup en 1959, en el pez espinoso,
Gasterosteus aculeatus (Chourrout, 1988). A partir de este experimento, la produccion
de triploides viables inicié con la introduccién de especies explotadas por la acuacultura
en los 70's y 80’s en el Reino Unido, E.U. y Canada. Esta investigacion inicial fue
posteriormente seguida por una gran investigacion realizada en salmdénidos,
principalmente la trucha arcoiris en Francia, E.U. y el Reino Unido, y el salmén del
Atlantico en el Reino Unido y Noruega. A mediados de los 90°s se inicid la aplicacion de
estas técnicas en peces marinos, como el mero, el rodaballo, la dorada y el pez plano
fletan en Espafia, Francia, Italia, Israel y Canada. Actualmente, las especies de peces
en las cuales la triploidia es comercialmente utilizada incluyen, la trucha arcoiris en
E.U., Canada, Francia, Japon, Reino Unido, Corea, Iran, Turquia, Polonia y Chile, la
Trucha café en Reino Unido y Francia, la Trucha de rio en Francia, Canada, Islandia y
Austria, el salmon Chinook en Canada, varias especies de salmon y ciprinidos en Japon
y la carpa herbivora en E.U. (Arai, 2001; Piferrer et al., 2009). En los ultimos afios, la
produccion total de trucha triploide en la comunidad europea es estimada en 15,000
toneladas, las cuales son comercializadas en forma de filetes de alta calidad durante
todo el afo (Piferrer et al., 2009).

Induccion a la triploidia.
Efectos de la triploidia en etapas tempranas
Gervai et al. (1980) lograron obtener altos porcentajes de triploidia (100%)
aplicando un shock frio iniciado entre 3 y 9 min después de la fecundacion (DF) en la
carpa Cyprinus carpio, con una temperatura entre 0 y 2 °C, por 45 minutos. En
contraste, en ese mismo afio Lemoine & Smith (1980) aplicaron a la trucha Salvelinus
fontinalis un tratamiento de shock frio un minuto DF en una solucién al 5% de glicerol a
—1.5 °C durante 2 horas. Los resultados arrojaron un incremento significativo de la
mortalidad debida a este proceso en los huevos expuestos al shock comparado con el
grupo control. No se encontraron exclusivamente triploides en los analisis
cromosomicos. La distribucion de frecuencias del volumen nuclear de los eritrocitos
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indico una alta incidencia de mosaicos (picos multimodales) poliploides. Colombo et al.
(1995) reportan que la aplicacion de un shock frio de 20 minutos de duracion, 5 minutos
DF a 0-2 °C en la lubina, Dicentrarchus labrax L. resultaba en porcentajes de triploidia
de =90%. Sin embargo, se observa una gran variacion en los resultados obtenidos,
pues solo en pocos lotes tratados se obtuvieron estos altos porcentajes. Este resultado
fue atribuido al efecto del manejo de una gran cantidad de huevos.

Felip et al. (1997) hacen referencia a las condiciones éptimas para la induccion a
la triploidia en Dicentrarchus labrax. Combinan tres variables, inicio del tratamiento
(DF), temperatura y duracion, logrando obtener un porcentaje de triploidia del 100 %
con una supervivencia del 80% comparada con el control con la siguiente combinacién;
5 min. DF, 10 minutos de duracién a 0 °C. Piferrer et al. (2000) reportan los efectos del
shock frio en el lenguado Scophthalmus maximus. Los tratamientos se aplicaron 5
minutos DF durante 5, 10, 20 y 40 minutos a 0, 2 y 4 °C. Los resultados que se
presentan indican que el porcentaje de triploides se incrementa, conforme desciende la
temperatura y aumenta la duracion del shock (5 a 20 minutos). Posteriormente Piferrer
et al. (2003) optimizan el método obtenido, evaluando los porcentajes de triploidia y
supervivencia obtenidos iniciando el shock a 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15y 20
minutos después de la fertilizacion. Logran obtener porcentajes de triploidia del 100%
con una supervivencia del 80% comparada con el control, asi como llevar el proceso a
una escala mayor con un tratamiento que inicié a los 6 min DF durante 25 minutos y a
una temperatura de entre 0 y -1 °C. Al igual que en experimentos anteriores, la tasa de
supervivencia a la eclosion de los individuos triploides es menor comparada con la de
los diploides. En lo que respecta al desempefio de las larvas triploides, éstas no
registraron diferencias significativas en el crecimiento (peso y longitud) o supervivencia
comparadas con los diploides.

Felip et al. (2001) en la lubina Dicentrarchus labrax, no reportan diferencias
significativas en la supervivencia de diploides vy triploides durante el periodo larvario,
incluyendo el destete, aunque ambos grupos presentan una mortalidad relativamente
alta. Lo anterior lo atribuyen a la naturaleza critica de esta etapa y a la presencia de

canibalismo. Una vez terminada esta etapa, la supervivencia de ambos tipos de ploidia
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se incrementa y permanece igual durante el periodo subsecuente, el cual durd
aproximadamente 4 afos.

El desarrollo embrionario es una etapa importante para el desarrollo de una
especie, cuya duracion y cantidad de energia utlizada depende de variables
ambientales, principalmente la temperatura. Happe et al., (1988) mencionan varios
aspectos del desarrollo embrionario y la eclosiéon en diploides y triploides de la trucha
arcoiris Salmo gairdneri. Los resultados obtenidos arrojaron un tiempo promedio para el
desarrollo embrionario significativamente méas corto en embriones triploides con
respecto a embriones diploides. Sin embargo, no se observan diferencias en la tasa de
eclosion o bien la velocidad de ésta. Los autores sugieren que estos resultados estan
relacionados a la aplicacion del shock térmico, en este caso, el shock caliente. En lo
gue respecta a la absorcion del vitelo, no observan diferencias significativas durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario entre niveles de ploidia. La supervivencia es
menor en las larvas triploides durante todo el desarrollo embrionario, sin embargo,
solamente fue significativamente menor en la etapa de pigmentaciéon de los ojos. En la
misma especie, Oliva-Teles & Kaushik (1990) comparan la utilizacion de las reservas
energéticas durante el desarrollo embrionario de individuos diploides vy triploides,
incubados a diferentes temperaturas (5, 10 y 12°C). En general, no observan
diferencias significativas entre niveles de ploidia para las caracteristicas metabdlicas
evaluadas, como el consumo de oxigeno y la excrecion de urea nitrogenada. Estos dos
valores son utilizados para representar la contribucién de proteinas al catabolismo con
propdsitos energeéticos. Se presenta la misma respuesta a la temperatura en diploides y
triploides, en lo que respecta a la utilizacion de las reservas enddgenas y el consumo de
oxigeno. Por ultimo, no reportan diferencias significativas en la velocidad del desarrollo
embrionario entre niveles de ploidia a ninguna temperatura.

El desarrollo inicial de los embriones sigue una serie de divisiones mitoticas, las
cuales producen células del mismo tamafio y forma conocidas como blastomeros
(Shields et al., 1997; Avery & Brown, 2005). Los embriones son transparentes en
muchas especies de peces marinos, permitiendo la observacion de los patrones de
divisién (Rideout et al., 2004; Sultana, 2005). La aparicién de divisiones anormales

durante la embriogénesis es generalmente considerada perjudicial y puede indicar una
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baja viabilidad de los huevos empleados. Por lo tanto, puede representar una
importante herramienta para analisis cualitativos rapidos dentro de condiciones
experimentales o bien comerciales dentro de la acuacultura. Sultana (2005) reporta en
el bacalao Gadus morhua una proporcibn mas elevada de anormalidades durante la
primeras divisiones en los grupos expuestos al shock en frio comparativamente con los
huevos del grupo control. Sin embargo, no observa diferencias significativas en la
supervivencia a la eclosion en ninguno de los desoves analizados. Solo la supervivencia
al dia uno muestra una correlacién negativa con la proporcién de divisiones anormales.
La autora concluye que la aplicacion del shock incrementa la proporcion de divisiones
anormales, pero sin afectar la supervivencia a la eclosion.

Avery & Brown (2005) reportan en el lenguado Limanda ferruginea, diferencias
significativas en la supervivencia durante las primeras etapas de la embriogénesis entre
embriones normales (simétricos) y anormales (asimétricos). En este caso, los huevos
fertilizados provenientes de cuatro desoves se incubaron separando los normales de los
anormales. La proporcion de embriones muertos se incremento significativamente
durante los primeros dias del desarrollo embrionario (0-3), sin embargo, en los dias
posteriores (4-9) no se observan diferencias en el porcentaje de supervivencia entre
huevos normales y anormales. Por ultimo, no se observan diferencias morfologicas
entre los dos tipos de embriones, aunque las larvas provenientes de embriones

normales presentan una longitud significativamente mayor.

Efectos de la triploidia en etapas posteriores.

El incremento del tamafio celular en organismos triploides repercute en casi
todos los 6rganos y sistemas. Sin embargo, uno de los que ha recibido mayor atencion
es el incremento del tamafio de los eritrocitos y sus consecuencias bajo situaciones de
cultivo y de estrés. Benfey et al. (1997) no encuentran diferencias significativas en la
temperatura maxima critica comparando diploides contra triploides de la trucha de rio
Salvelinus fontinalis. De igual forma, Saddler et al. (2000) no reportan diferencias
significativas en la capacidad de captacion de oxigeno, asi como en la respuesta
hematoldgica de organismos triploides del salmén del Atlantico Salmo salar expuestos a

estrés. A este respecto, Saddler et al. (2000) mencionan que los eritrocitos de los
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individuos triploides son mas grandes a lo largo (eje longitudinal) y a lo ancho (eje
transversal) comparados con los de sus homologos diploides, sin embargo, no tienen
mas altura (profundidad), lo cual hace factible que la difusién de oxigeno a través de la
superficie del eritrocito no se vea comprometida tanto en las branquias como en los
tejidos. Esto concuerda con lo que mencionan Cal et al. (2005), los cuales indican que
el incremento del tamafio celular no afecta de igual forma todos los ejes celulares. El eje
gue mas se ve afectado es el eje longitudinal (eje mayor). De esta forma, la célula se
vuelve mas elipsoidal. Este incremento en el tamafio de los eritrocitos puede servir para
diferenciar entre diploides y triploides en algunas especies. Wolters et al., (1982)
reportan mediciones del eje mayor, eje menor y el volumen de eritrocitos en 50
individuos diploides y 50 triploides del pez gato Ictalurus punctatus con la finalidad de
determinar cual de estas variables predice mejor el nivel de ploidia, utilizando para ello
analisis discriminantes. Aunque los valores medios de las tres variables analizadas
fueron significativamente mayores en los individuos triploides, el rango de cada valor es
lo suficientemente amplio para permitir cierto traslape entre niveles de ploidia. El
porcentaje mas alto para una correcta clasificacion es para el eje mayor, con 92.36%,
seguido del volumen de eritrocitos con 86.21% Yy por ultimo el eje menor con 81.33%.
Las tres variables combinadas muestran un porcentaje de correcta clasificacion de
92.65%. Los autores afirman que la media del eje menor no predice de manera precisa
el nivel de ploidia, debido a los cambios en la forma del nucleo entre diploides y
triploides. En un estudio mas reciente, Espinosa et al., (2005) reportan mediciones del
tamafo nuclear y celular (eje mayor) de los eritrocitos de 26 individuos diploides y 26
triploides en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss para evaluar su utilidad para
separar entre ambos niveles de ploidia. La clasificacion se lleva a cabo por medio de un
sistema asistido por computadora (software analizador de imagenes) y un analisis
discriminante. Para confirmar el nivel de ploidia de cada individuo se emplea citometria
de flujo. Los triploides muestran medias para el nidcleo y el tamafio celular
significativamente mayores que los diploides. Sin embargo, solo el tamafio celular es
100% efectivo para separar entre ambos tipo de ploidia. EI tamafio nuclear, aunque
también muestra una alta eficacia en separar niveles de ploidia, fallé en clasificar

correctamente 2 individuos dentro del grupo diploide o triploide. Estos resultados
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confirman el uso potencial de la medicion de eritrocitos como un método viable y barato
para separar entre niveles de ploidia.

El crecimiento somatico es un factor determinante para evaluar las ventajas de
los peces triploides en la acuacultura. Numerosos estudios se han llevado a cabo para
comparar el crecimiento de organismos triploides y diploides (Galbreath et al., 1994),
obteniéndose resultados altamente variables (Felip et al., 2001). Cassani & Caton
(1985) reportan el crecimiento de juveniles diploides y triploides de la carpa herbivora
Ctenopharyngodon idella, bajo una variedad de situaciones experimentales, incluyendo
alta y baja densidad de cultivo, alta y baja disponibilidad de alimento, tanto en cultivo
comunal como separado. Cultivados comunalmente, los juveniles diploides muestran un
peso y longitud total significativamente mayores comparado con los juveniles triploides.
Sin embargo, cuando los juveniles diploides fueron cultivados separadamente con
respecto a los juveniles triploides y alimentados a saciedad, no se presentan diferencias
significativas en peso, longitud total, tasa de conversion alimenticia o bien en la tasa de
consumo de alimento. A este respecto, Galbreath et al. (1994) reportan en el salmén del
Atlantico Salmo salar, diferencias en el crecimiento entre diploides y triploides cuando
estan cultivados juntos o por separado. Mientras que cultivados por separado, las
hembras triploides muestran un crecimiento mayor de forma significativa, durante el
cultivo comunal, los diploides muestran una gran ventaja en peso comparado con los
triploides. Con base en observaciones del comportamiento, estos autores sugieren que
los individuos diploides son mas agresivos (activos) a la hora de alimentarse.

En la tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, el crecimiento de juveniles fue similar
entre diploides y triploides, hasta la edad de la primera maduracién. Para el tiempo de la
cosecha, los machos triploides presentan un peso aproximadamente 66% mas grande
gue los diploides. Mientras que para las hembras, los triploides presentan un peso del
doble de aquel alcanzado por los diploides (Bramick et al., 1995). Felip et al. (2001) en
la lubina Dicentrarchus labrax, reportan que los individuos diploides y triploides tuvieron
un crecimiento similar durante los primeros 2 afios de cultivo, sin embargo, para el
tercer afio, los juveniles diploides ya tenian un peso 9% menor al de los triploides.
Diferencia que para el cuarto aiflo se incrementa hasta alcanzar un 12%. En contraste,

la longitud patrén fue muy similar entre ambos tipos de ploidia durante la duracion del
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experimento. De manera similar, Haffray et al. (2005) en la dorada Sparus aurata
demuestran que hasta la talla comercial (480 g), los individuos triploides presentan la
misma tasa de crecimiento que los individuos diploides, sin ninguna diferencia en la
supervivencia y rendimiento durante el procesado (peso eviscerado). Sin embargo, en
tallas mas grandes, los individuos triploides presentan un crecimiento inferior al de
individuos diploides, no obstante, son mas fusiformes y tienen mejores rendimientos en
peso, una vez eviscerados. Estas diferencias en el crecimiento entre triploides y
diploides dependen de varios factores, incluyendo la especie.

De manera general, se reporta un menor desarrollo de las gbnadas en peces
triploides siendo casi siempre mas marcado en hembras. Sin embargo, en algunas
especies, aun observandose una reduccion en el desarrollo de la gonada, se observa
principalmente en los machos, cierto grado de maduracion sexual a nivel fisiolégico con
niveles de hormonas sexuales bajos y muy variables (Felip et al., 2001; Manning et al.,
2004).

Johnstone (1985) menciona que en los salmones del Atlantico (Salmo salar) los
machos triploides exhiben elevados niveles de androgenos durante la temporada
reproductiva. Sin embargo, los pocos espermas producidos son aneuploides, lo cual
significa que son funcionalmente estériles. A este respecto, Thompson et al. (1987)
reportan en la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella que los machos triploides
presentan espermatocitos secundarios en los testiculos, siendo sin embargo, irregulares
y sin desarrollar flagelo. En estudios posteriores se menciona que solo el 0.00002% del
esperma total era euploide. De igual forma la densidad espermatica de los machos
triploides es 1/50 comparado con la de un macho diploide. Los autores sugieren que el
macho triploide de la carpa herbivora, al igual que en otras especies, es funcionalmente
estéril. Esto concuerda con lo que reporta Linhart et al. (2006) en la tenca Tinca tinca,
donde los testiculos de los machos triploides presentan un desarrollo menor comparado
con el de los machos diploides, un menor indice gonadosomatico y una produccién mas
baja de espermatozoides. Sin embargo, el porcentaje de espermatozoides vivos es
igual en los diploides que en los triploides.

Cal et al. (2005) reportan en el pez plano Scophthalmus maximus hasta los 48

meses de edad un desarrollo gonadal muy reducido en hembras triploides, presentando
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principalmente oogonias, y de manera esporadica oocitos en estadio perinucleolar y en
los primeros estadios de vitelogénesis. Mientras que las hembras diploides presentan
ovarios con gran cantidad de oocitos en diferentes estadios vitelogénicos. Como ya se
ha observado en otras especies, los machos triploides presentan gonadas en estadios
de desarrollo al nivel de los machos diploides sin llegar a la produccion de esperma. En
contraste, Tiwary et al. (2000) en el bagre Heteropneustes fossilis mencionan un menor
desarrollo gonadal en machos triploides comparado con las hembras. Los machos
triploides muestran bajos indices gonadosomaticos con Iébulos en regresién
conteniendo pocas espermatogonias, espermatocitos y espermatozoides en el area
circundante, asi como tejido conectivo ocupando el resto de los I6bulos. Las hembras
triploides, no muestran diferencias con las diploides en el desarrollo gonadal hasta la
etapa vitelogénica. Las gonadas triploides estan formadas principalmente de oocitos en
alveolo cortical que no siguen su desarrollo y se vuelven atrésicos. A este respecto,
Tiwary et al. (2004) mencionan que estos resultados, son consistentes con lo observado
en otras especies, especialmente salmoénidos. El desarrollo gonadal en hembras
triploides de diferentes especies presenta un desarrollo menor comparado con
diploides, por lo tanto, los autores sugieren que la falta de desarrollo mas alla de la
etapa de vitelogénesis puede ser ocasionada por bajos niveles, ya sea de
gonadotropinas (GtH) o bien esteroides sexuales.

En especies que presentan inversion sexual, como es el caso de la cabrilla
arenera, se han llevado a cabo pocos estudios sobre el efecto de la triploidia en este
proceso. Haffray et al. (2005) en la dorada Sparus aurata, una especie protandrica,
reportan que a los 42 meses de edad, el 70% de la poblacion inicial de machos
diploides presenta inversion sexual para convertirse en hembras funcionales, mientras
gue la poblacién de machos triploides permanece sin cambio alguno. Lo anterior se le
atribuye en parte al papel que juegan las hormonas sexuales en este proceso, las
cuales permanecieron en niveles muy bajos en individuos triploides. Esto parece
confirmar las observaciones realizadas en algunas otras especies de esparidos en las
cuales se observa, que los machos triploides no llevan a cabo inversion sexual y

permanecen como machos (Haffray et al., 2005).
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Una alteracién en la proporcion de sexos se considera en algunas especies
como otra consecuencia de la triploidizacion. La triploidizacion se ha usado en algunas
especies como una herramienta mas en los estudios sobre el mecanismo de
determinacién sexual. Omoto et al. (2005) evaluan la proporcion de sexos (radio sexual)
en triploides y diploides ginogenéticos en el hibrido del esturion (Huso huso X Acipenser
ruthenus) con la finalidad de confirmar la posibilidad del control del sexo a través de la
manipulacion cromosomica en este hibrido. La triploidia y la ginogénesis fueron
inducidas mediante shock caliente. Los resultados obtenidos arrojan una proporcién de
hembras en los grupos diploides de 40 a 55%, de 60 a 73% en los grupos triploides y
finalmente de 70 a 80% en los grupos ginogenéticos. Debido a que todos los peces
fueron cultivados bajo las mismas condiciones experimentales, el aumento en la
proporcion de hembras en el grupo triploides y la presencia de varios machos en el
grupo ginogenético sugiere un sistema de determinacion sexual basado en una hembra
heterogamética (ZW, Hembra) y un macho homogamético (ZZ, Macho). El porcentaje
de machos en cada uno de los grupos es muy similar a los porcentajes esperados
cuando el elemento determinador del sexo en el cromosoma W se segrega

independientemente del centrdmero durante la meiosis en hembras.
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Justificacion

El desarrollo de nuevas biotecnologias ha hecho grandes contribuciones en
todas las disciplinas de la ciencia, incluyendo biomedicina, agricultura y las industrias
farmacéuticas, lo cual posibilita en las ultimas décadas su aplicacién en la acuicultura.
Debido al éxito que ha tenido la aparicion de estas nuevas biotecnologias dentro del
panorama de la acuacultura, incluyendo la produccion de peces poliploides, el vinculo
entre investigadores y productores se ha hecho mas amplio permitiendo la cooperacion
en el desarrollo de nuevas técnicas de manejo, asi como la utilizacion de nuevas
especies, ya sea endémicas o exticas en areas donde originalmente no eran
aprovechadas. Tales programas de vinculacion e investigacion se han llevado con gran
exito en paises como Estados Unidos, Inglaterra, Francia, Canada y Japon entre otros.
Esto repercute en dltima instancia, en un incremento en la cantidad de estudios e
investigacion que permiten la incorporacion de la manipulaciéon cromosomica de manera
mas rapida y extensa en la produccion obtenida a través de la acuacultura. En México,
el desarrollo de biotecnologias genéticas, en particular la manipulacion cromosomica,
ha permitido una utilizacién de recursos marinos a través de los avances realizados en
ginogénesis, androgénesis, reversion sexual, tetraploidia y triploidia (Ruiz-Verdugo,
2000; Puente-Carreon, 2004; Alcantar-Vazquez, 2005; Rosales-Velazquez, 2009).

Aunque la cabrilla arenera, Paralabrax maculatofasciatus, no posee una
importancia comercial al nivel de otras especies, es un candidato potencial para el
cultivo, principalmente debido a la gran cantidad de estudios que se han realizado en el
CICIMAR desde hace 15 afios por diferentes grupos de trabajo, los cuales han
permitido el desarrollo de un paquete tecnolégico que sirve como plataforma para la
aplicacion de técnicas de manipulacion cromosomica (Matus-Nivon et al., 1990;
Alvarez-Gonzélez et al., 2000; Alvarez-Gonzélez et al., 2001). Adicionalmente, posee
ciertas caracteristicas como; ser altamente tolerante al manejo y factores ambientales,
baja territorialidad en cautiverio, adaptarse al cautiverio con rapidez, poca agresividad
entre individuos y rapida aceptacién hacia diferentes tipos de dieta. Sin embargo, aun
existen problemas especificos que deben ser superados con el objetivo de hacer del

cultivo una actividad sustentable y rentable.

25



Si bien en la actualidad, la cabrilla arenera soélo es explotada en forma artesanal,
la existencia de volumenes apreciables (Avilés-Quevedo, 1995) y las tendencias al
incremento en los precios de los productos marinos pueden hacer que esta situacion
cambie en el futuro, con lo que serd necesario considerar los diferentes aspectos del
cultivo larvario y juvenil (Lluch-Cota, 1995). Uno de los principales problemas que se
han observado en P. maculatofasciatus es su madurez sexual precoz a tallas muy por
debajo de la talla comercial (Hasting, 1989; Martinez-Diaz et al., 2001). De ahi surgio el
interés por producir organismos estériles mediante la produccién de organismos
triploides, los cuales pueden presentar otras ventajas en términos de produccién, como
tallas mas grandes y/o mejores indices de conversion alimenticia (Ojolick et al., 1995;
Fast, 1998; Qin et al., 1998). La induccion a la triploidia fue lograda en laboratorio por
Alcantar-Vazquez et al. (2008), obteniendo 100% de porcentajes de triploidia, con una
supervivencia a la eclosion superior al 60%. Sin embargo, es necesario optimizar
(mejorar) el proceso de induccion a la triploidia y determinar sus efectos en las etapas
iniciales del desarrollo, el periodo larvario, el crecimiento y el desarrollo de la génada en
organismos triploides P. maculatofasciatus. Lo anterior es fundamental, ya que si los
acuicultores estan siendo estimulados a usar peces triploides, el desempefio de éstos
debe ser igual o superior al de organismos diploides bajo condiciones de cultivo

comercial (Oppedal et al., 2003).
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Objetivo general.

Evaluar el efecto de la induccion a la triploidia en la cabrilla arenera durante las
etapas iniciales de desarrollo, asi como comparar el desempefio en los periodos
larvario, juvenil y adulto de los triploides obtenidos para posteriormente intentar

establecer los pardmetros del uso de individuos triploides en el cultivo de esta especie.

Objetivos particulares.

1) Mejorar el método de induccion a la triploidia a través de la;

a) Comparacion del porcentaje de triploidia y supervivencia obtenido en desoves
individuales de hembras silvestres cuando el shock en frio se iniciaa 5, 6, 7, 8, 9
y 10 después de la fertilizacion.

b) Evaluacién de la variacion en el porcentaje de triploidia obtenido en desoves
individuales de hembras silvestres de cabrilla arenera

c) Comparacion de los métodos de verificacion de los porcentajes de triploidia en la

cabrilla arenera

2) Evaluar los efectos de la induccién a la triploidia en los periodos embrionario y

larvario a través de la;

a) Evaluacion de la velocidad del desarrollo en individuos diploides y expuestos al
shock en frio de cabrilla arenera.

b) Comparacion del porcentaje de divisiones anormales, eclosion y larvas vivas en
individuos diploides y expuestos a shock en frio de cabrilla arenera.

c) Evaluacién del porcentaje de supervivencia a la eclosién y a las 24 horas
posteriores en larvas diploides y expuestas al shock en frio de cabrilla arenera.

d) Seguimiento de los porcentajes de triploidia durante la crianza larvaria y hasta 30

dias de edad.
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e) Comparacion del crecimiento entre diploides y triploides de cabrilla arenera

durante el periodo larvario.

3) Evaluar los efectos de la triploidia en las etapas juvenil y adulta, y comparar con los
individuos diploides para;

a) Crecimiento y supervivencia durante el periodo de pre-engorda de triploides de

cabrilla arenera.

b) Madurez gonadica en triploides de cabrilla arenera.
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Material y Métodos
Método general

En este apartado se presentard el material y método comun a todos los
experimentos que se desarrollaron para cada objetivo. Mas adelante se presentaran los
detalles que son especificos a cada experimento.

Colecta de reproductores

Para cada experimento realizado los reproductores fueron obtenidos de la Bahia
de La Paz, B.C.S. Por cada experimento, se colectaron de 4 a 12 machos y de 3 a 18
hembras. Los organismos capturados fueron anestesiados al momento de su captura
utilizando 2-fenoxietanol a una concentracion de 400 ppm para realizar una revision
preliminar del sexo, mediante canulacion con ayuda de un catéter de plastico 1.2 mm de
diametro. Del total de las hembras capturadas se seleccionaron solamente las hembras
gue presentaron oocitos de color blanco a contraluz. Este color, por experiencia
(Alcantar-Vazquez, 2005) indica oocitos del tamafio adecuado para induccion hormonal.
Las hembras que no presentaban tales oocitos o los machos sin esperma fluyente se
regresaron al agua. Durante el recorrido hacia el laboratorio, los organismos capturados
se mantuvieron en un tanque de 100 L, con recambios de agua frecuentes del 50%.
Para los ultimos experimentos se utilizd el tanque de aproximadamente 40 L que se
encuentra dentro de la lancha y el recambio de agua se suministr6 con una bomba
sumergible conectada a la bateria de la embarcacion. Los machos fueron marcados
mediante un ligero corte angular en la parte superior de la aleta caudal, para hacer mas
facil su identificacion entre sexos en el laboratorio. Los peces fueron distribuidos en
tanques de 600 L organizados en un sistema de recirculacion en una proporcion

aproximada de 2:1 (Hembras: Machos).

Obtencion de desoves

Las hembras y machos seleccionados fueron inyectados intramuscularmente en
la aleta pectoral con LHRH-a (anélogo del factor liberador de la hormona luteinizante).
En el caso de las hembras se aplicaron 12.5 ug/kg de pez, dividido en dos inyecciones

y 25 ug/kg de pez en una sola inyeccion en el caso de los machos. La segunda
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inyeccion en el caso de las hembras se administré 24 horas después de la primera,
junto con la Unica dosis para los machos. Los peces se revisaron entre 32 y 33 horas
aproximadamente, después de la primera inyeccion aplicada a las hembras. Lo anterior
se llevé a cabo presionando ligeramente el abdomen de las hembras para verificar si se
presentaba el desove. El desove se colectdé en bandejas de plastico. En el caso de los
machos, el esperma se colectdé aproximadamente 30 minutos antes de la iniciar la
colecta de los huevos. Para esto se utilizé una jeringa plastica de 3 ml de capacidad, el
esperma obtenido fue depositado en un tubo Eppendorf de 2 ml antes de ser
refrigerado a 4 °C hasta su utilizacion. Cabe mencionar que solo se utilizé el esperma
de aquellos machos que durante el proceso de extraccién no se contamind con orina y
gue presentd un porcentaje de motilidad inicial superior al 90%. Para evaluar el
porcentaje de motilidad, se tomOd una muestra del esperma de cada macho
inmediatamente después de ser recolectado, se colocdé una muestra en un porta-objeto
debajo de la luz de un microscopio y se agregé una gota de agua de mar tratada
(clorada a 0.25 g/15 L y neutralizada con tiosulfato de sodio a 0.15 g/15 L) antes de ser
cubierto por un cubre-objetos. La motilidad inicial se registré bajo el objetivo de 40X. La
fertilizacion se llevo a cabo agregando un poco de agua de mar tratada y el momento de
la fertilizacion se determiné como el tiempo cero (T = 0) con ayuda de un cronémetro

digital.

Aplicaciéon del Shock

Dependiendo del experimento se utilizaron recipientes (tamices) de PVC con
fondo de malla de 200 um, de 10 cm de altura y 6 cm de diametro (pequefios) o bien de
7 cm de altura y 26 cm de diametro (grandes). Los huevos fertilizados fueron repartidos
en 2 o 3 tamices (replicas) por cada nivel de tratamiento, mas el grupo control (2 o 3
tamices) que recibieron el mismo manejo a excepcion del shock térmico. Los tamices
con los huevos fertilizados se mantuvieron previo a la induccién al shock en una hielera
de poliuretano de 35 L de capacidad con agua de mar tratada a 23 °C. El shock se
aplico transfiriendo el tamiz o tamices con los huevos fertilizados a un bafio con agua
enfriada a la temperatura deseada. La temperatura fue monitoreada de manera

continua empleando un termémetro digital y se utilizaron bolsas de hielo para regular la
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temperatura cada vez que era requerido. La temperatura se mantuvo controlada para

gue no variara mas de = 0.3 °C.

Incubacion

Una vez aplicado el shock, los tamices conteniendo los embriones del grupo
control y los expuestos al shock, fueron transferidos a un contenedor de
aproximadamente 35 L de capacidad con agua de mar tratada. La temperatura se
mantuvo a 25°C y se agregaron tres aireadores distribuidos de manera uniforme. Por
ultimo, durante la incubacion se realizaron tres recambios (aprox. cada 12 horas) de

aproximadamente un 70%, con agua de mar tratada previamente calentada a 25 °C.

Andlisis del nivel de ploidia

Por cada tratamiento se colectaron de 10 a 30 larvas al azar por replica
dependiendo del experimento en particular, con ayuda de una pipeta Pasteur conectada
a una bomba de plastico (BEL-ART, Products, USA). Las larvas obtenidas se colocaron
en tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad. Posteriormente, se marcaron y
transportaron en hielo molido el laboratorio de genética y mejoramiento animal del
CIBNOR. El andlisis del nivel de ploidia se llevé a cabo por medio de citometria de flujo
agregando a las muestras unas gotas de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en frio, el
cual penetra las células y tifie el ADN. Posteriormente, las muestras se maceraron
gentilmente con ayuda de un pistilo y las células obtenidas se filtraron a través de una
malla de 30 um colocada en la parte superior de un vial de vidrio previamente marcado.
Se agreg6 aproximadamente 1.5 mL de DAPI a la muestra filtrada para obtener el
volumen necesario. Por ultimo, las muestras se dejaron reposar 5 minutos antes de ser
analizadas por el citometro de flujo (Ploidy Analyzer Il PARTEC, Germany). Las graficas
obtenidas que presentaron ambos tipos celulares (diploides y triploides), fueron
examinadas mediante el software del citdmetro de flujo, con el objetivo de determinar

los porcentajes de cada tipo celular dentro de la muestra.
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Porcentaje de supervivencia

En los experimentos en los cuales se evalud el porcentaje de supervivencia, los
huevos y larvas obtenidas después de la eclosién fueron recolectados de los tamices y
fijados en formol al 4% y guardados en viales de plastico hasta el momento de su
analisis. La evaluacion se realiz6 contabilizando el nimero de larvas y huevos con
ayuda de un microscopio estereoscopico y de una caja de Petri cuadriculada. EI nUmero
de larvas colectadas previamente para el analisis de citometria de flujo fue agregado al
namero de las larvas eclosionadas observado. El porcentaje de supervivencia a la
eclosion (SE) se obtuvo con la siguiente férmula:

SE: (Larvas eclosionadas X 100)/(Larvas eclosionadas + huevos no eclosionados)

Material y métodos por objetivo

1) Mejorar el método de induccion a la triploidia.

la) Porcentajes de triploidia y supervivencia aplicando el shock a los 5, 6, 7, 8, 9
y 10 minutos después de la fertilizacion (DF). Cada desove fue fecundado
individualmente por el esperma de 3 a 4 machos por un total de 8 desoves (hembras).
Los huevos se pasaron directamente al agua fria sin enjaguarlos como se hace
normalmente en el protocolo de fecundacion. El shock en frio se aplicé 5, 6, 7, 8,9y 10
minutos después de la fecundacion. Al tener el esperma en contacto con los huevos por
mas tiempo, se estimdé si podia aumentarse el porcentaje de supervivencia,
aumentando el porcentaje de fertilizacion. La temperatura y duracién del shock utilizado
fueron las reportadas como exitosas por Alcantar-Vazquez (2005), 8 °C, durante 20
minutos. Cada tiempo de aplicacién del shock se realizé por duplicado (utilizando los
tamices pequefios), incluyendo los controles. Una vez aplicado el shock, los huevos
fueron incubados aproximadamente a 25 + 0.5 °C hasta la eclosion. El porcentaje de

supervivencia se evalué siguiendo el método descrito previamente.
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1b) Variacién en el porcentaje de triploidia obtenido en desoves individuales.
Para la primera serie de experimentos se utilizaron 7 desoves individuales para
determinar el grado de variacion en los porcentajes de triploidia obtenidos.
Dependiendo del numero de hembras maduras obtenidas a través de induccion
hormonal, se llevaron a cabo de 2 a 3 desoves simultdneamente. Para fertilizar los
desoves obtenidos de manera simultanea, se empled el mismo esperma proveniente de
4 machos. Una vez fertilizados cada uno de los desoves, se dividid en cinco tamices
pequefios, tres para el tratamiento y dos controles que recibieron el mismo manejo
excepto por el shock frio. El tratamiento de induccion a la triploidia utilizado fue el que
arrojé los porcentajes de triploidia mas altos de acuerdo al objetivo anterior, 5 minutos
después de la fertilizacion (MDF), 8 °C, durante 20 minutos. Una vez aplicado el shock
los tamices se incubaron a 25 °C hasta la eclosion. La supervivencia a la eclosion y los
porcentajes de triploidia se evaluaron de acuerdo al método descrito.

Para la segunda serie de experimentos se realizaron 2 experimentos de
fertilizacion cruzada o factoriales, utilizando en cada uno 3 hembras y 3 machos. Para
llevar a cabo lo anterior, el desove obtenido de cada hembra fue pesado utilizando una
balanza digital para dividirlo en 3 muestras iguales. Cada muestra fue fecundada por el
esperma de 1 macho y dividida a su vez en 5 sub-muestras, de las cuales se aplico el
tratamiento a 3, mientras que 2 fueron considerados como control diploide. Para el
primer factorial se usaron tres muestras de 1.2 g, mientras que para el segundo
factorial se usaron tres muestras de 0.5 g. El esperma seleccionado se diluy6 utilizando
solucion de Hanks (NaCl, KCI, KH2POs4, glucosa, fenol, NazHPO4, MgSOa4, CaCl y
bicarbonato de sodio) y para llevar a cabo la fertilizacion se utilizaron, dependiendo del
desove, de 300 a 400 uL por macho con ayuda de una micropipeta. Se utilizé el mismo
tratamiento de induccion a la triploidia reportado como exitoso previamente. Una vez
aplicado el shock, los huevos se incubaron hasta la eclosion de acuerdo a lo reportado.
Los porcentajes de triploidia se obtuvieron y analizaron tal como fue descrito

anteriormente.

1c) Métodos de verificacion de triploidia. Se tomaron 30 individuos de 8 meses

de edad expuestos al shock (ES) en frio para determinar su nivel de ploidia por medio
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de andlisis del eje mayor y menor de eritrocitos. Para llevar a cabo lo anterior, cada
individuo fue anestesiado con fenoxietanol (350 ppm), posteriormente, se tom6 una
muestra de sangre con una jeringa heparinizada y se realiz6 un frotis sanguineo. El
frotis obtenido se sumergié en alcohol etilico al 100% por 5 minutos, previo a su tincién.
Una vez seco se procedi6 a tefiirlo con solucion Giemsa durante dos horas.
Posteriormente, la muestra fue lavada con agua destilada para retirar el exceso de
colorante. Para tomar las fotografias de los eritrocitos tefiidos se utiliz6 un microscopio
del laboratorio de histologia del CIBNOR. De cada frotis (uno por individuo) se tomaron
de 4 a 6 fotografias. Las mediciones se tomaron con ayuda del programa SigmaScan
Pro 5. Por cada frotis se midieron 50 nucleos, de cada nucleo se tomé el eje mayor y el
eje menor. Adicionalmente, se tomo una muestra de musculo para confirmar el nivel de

ploidia de cada individuo por medio de citometria de flujo.

2) Evaluar los efectos de la triploidia en las etapas embrionaria y larvaria.

2a) Velocidad del desarrollo embrionario. A partir de dos desoves mixtos, se
tomo una muestra de aproximadamente 300 huevos tanto diploides como expuestos al
shock en frio. Las muestras se tomaron con ayuda de una pipeta Pasteur y fueron
incubadas a 25.5 + 0.3 °C hasta la eclosion. A diferentes tiempos se tom6 una muestra
de aproximadamente 20 huevos y se colocd en una caja de Petri con el objetivo de
identificar el tiempo de aparicion de las principales etapas del desarrollo embrionario de
la cabrilla arenera, las cuales incluyen; blastula tardia, gastrula, neurulacion, vesicula
Optica, melanoforos, aleta caudal y eclosién. Se llevaron a cabo revisiones
aproximadamente cada 30 a 60 minutos, colocando una muestra de 20 embriones bajo
una lupa estereoscopica conectada a una camara digital. El tiempo de apariciéon de
cada una de las etapas se registré con ayuda de un cronometro digital y se tomaron de
3 a 6 fotografias por cada etapa. Las fotografias fueron tomadas con una camara

utilizando el programa Image Pro-plus V. 5.

2b) Divisiones anormales, eclosion y larvas vivas en individuos diploides y

expuestos a shock en frio de cabrilla arenera. Dependiendo del nimero de hembras
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maduras obtenidas por medio de induccién hormonal, 2 o 3 desoves eran realizados de
manera simultdnea, hasta alcanzar 11 desoves. Siete desoves fueron obtenidos durante
la temporada Febrero-Mayo de 2008, y cuatro mas durante la temporada Febrero-Mayo
de 2009. Dos desoves adicionales provenientes de hembras capturadas al final de la
primera temporada y mantenidas en nuestras instalaciones fueron utilizadas durante la
segunda temporada. Las hembras en cautiverio se colocaron en tanques de 600 L y se
alimentaron una vez al dia con una mezcla de calamar, sardina y al acercarse la etapa
reproductiva, con trozos de camaron. El fotoperiodo utilizado fue de 13L:11D, a una
temperatura aproximada de 23.5 °C.

Los desoves fueron colectados y fertilizados de acuerdo a lo descrito
previamente. Después de aplicar el shock en frio (en los tamices pequefos), una
muestra de aproximadamente 50 huevos diploides y 50 expuestos al shock en frio
fueron colocados en 12 pocillos dentro de microplacas llenos con agua de mar tratada.
Dependiendo del desove, las observaciones en busca de divisiones anormales se
realizaron entre los estadios de 8 a 32 células de desarrollo, utilizando un estereoscopio
conectado a una camara digital. Cualquier embrion que no estuviera dividido en una
forma de “caja” era considerado anormal. Una vez hecho lo anterior, las muestras
tomadas de cada desove se incubaron a 25 °C durante 24 horas en un incubador. Una
vez eclosionadas las larvas, se registré bajo el estereoscopio la cantidad de huevos sin
division, larvas normales y larvas muertas. Las larvas muertas se consideraban como
tales si presentaban una forma arqueada. La proporcién de larvas vivas se obtuvo
dividiendo el niumero de larvas vivas sobre el numero total de larvas eclosionadas. Para
registrar las fotos se utilizé el programa Image Pro-plus V. 5. Adicionalmente, para los
primeros cuatro desoves (provenientes de hembras silvestres) de la temporada 2009,
los huevos normales fueron separados de los huevos anormales en los pocillos de las
microplacas, con el propdsito de evaluar de manera mas precisa el efecto de las

divisiones anormales en el porcentaje de eclosion y el numero final de larvas vivas.

2c) Porcentaje de supervivencia a la eclosion y a las 24 horas posteriores en
larvas diploides y expuestas al shock en frio. Se llevaron a cabo ocho experimentos

utilizando desoves mixtos provenientes de tres a seis hembras fecundadas con el
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esperma de 3 a 4 machos. En los primeros cinco experimentos se evalud Unicamente la
supervivencia a la eclosién, mientras que en los Ultimos tres se evaluo la supervivencia
a la eclosion y a las 24 horas posteriores. Una vez aplicado el shock (5 MDF, 8 °C, 20
minutos de duracion), de cada desove se tomé una pequefia cantidad de huevos (tanto
del grupo control como expuestos al shock), los cuales fueron sembrados en bolsas de
marca Ziploc de 2 Its. de capacidad llenadas con agua de mar tratada y luego llenadas
con aire para asegurar su flotabilidad. Cada tratamiento se sembr6 en 2 bolsas para la
evaluacién de la supervivencia a la eclosiébn y en 4 para la evaluacién de la
supervivencia a la eclosién y a las 24 horas posteriores. Lo mismo se repitié para los
controles. Las bolsas se incubaron a 25 °C en bafio Maria. Una vez alcanzada la
eclosion o bien a las 24 horas después de ésta, los huevos y larvas obtenidos se
recolectaron sobre un tamiz, se almacenaron en un vial de plastico con formol al 4% y
se refrigeraron a 4 °C. Por ultimo se realiz6 la estimacion de supervivencia de acuerdo

al método descrito previamente.

2d) Seguimiento de los porcentajes de triploidia durante la crianza larvaria y
hasta 30 dias de edad. Se llevaron a cabo dos series de experimentos con la finalidad
de evaluar la mortalidad de organismos triploides durante el estadio larvario. La
totalidad de los desoves fueron obtenidos a partir de hembras silvestres siguiendo el
método antes descrito. De igual forma, la fertilizacion y aplicacion del shock se realizo
de acuerdo al método antes descrito. Para estos experimentos, debido a la mayor
cantidad de huevos obtenidos se utilizaron los tamices grandes. Durante la primera
serie (temporada Febrero-Mayo 2008) se obtuvieron cuatro desoves mixtos
provenientes de 7 a 11 hembras. Cada desove se fertilizd con el esperma de 4 a 6
machos. Una vez eclosionadas, las larvas fueron transferidas al sistema de crianza
larvaria Il en la UPIMA, compuesto de 12 tanques conicos de aproximadamente 200
litros de capacidad. Este sistema es de circulacion cerrada y cuenta con un filtro de
arena, un filtro de tierra de diatomeas y lamparas UV. Previo a la siembra, se realiz6 un
conteo volumétrico para determinar el nUmero de larvas eclosionadas. Dependiendo del
namero de larvas obtenidas, las larvas fueron sembradas en uno o dos tanques del

sistema de crianza. Las larvas se alimentaron con rotiferos Brachionus plicatilis, y
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nauplios y adultos de Artemia sp., siguiendo el siguiente calendario: el mismo dia de
siembra las larvas se alimentaron con una densidad aproximada de 4 rot/mL. La
densidad de alimentacion de rotiferos se elevé conforme pasaron los dias hasta llegar a
una densidad maxima de 15 rot/mL. La larva se alimentd con rotifero hasta el dia 18
aproximadamente. Sin embargo, 3 dias antes se inicio la co-alimentacién con nauplios
de Artemia sp., los cuales se proporcionaron hasta el dia 30. Por ultimo, a partir del dia
25 de cultivo se proporcioné adulto de Artemia, la cual se cultivd en tanques de 600 L,
alimentada diariamente con una mezcla de microalgas verdes (Nannochloropsis sp.) y
cafés (Tetraselmis sp.).

Los porcentajes de triploidia se evaluaron al momento de la eclosién con 80-100
larvas y posteriormente, después de la primera alimentacion (DPA), a los 15 dias de
edad (dde) y por ultimo a los 30 dde. En cada muestreo se separo entre larvas triploides
y larvas diploides expuestas al shock (que se encontraba en los tanques triploides y
fueron verificadas por citometria de flujo). Para el segundo y tercer muestreo se
recolectaron de 15 a 30 larvas por nivel de ploidia, mientras que para el Ultimo muestreo
se recolecto el total de larvas restantes. Las larvas fueron colectadas utilizando un tamiz
de 300 micras para después ser enjuagadas con agua destilada. Una vez removido el
exceso de agua, las larvas fueron separadas y contadas bajo un microscopio
estereoscopico, antes de colocarlas en viales de 2 mL, los cuales se congelaron a -80
°C hasta el momento de su andlisis por medio de citometria de flujo.

En la segunda serie de experimentos (temporada Febrero-Mayo 2009), se
trabajo con tres desoves individuales que fueron sembrados en el sistema de crianza
larvaria |, el cual cuenta con 18 tanques de 100 | de capacidad. Este sistema es de
circulacién cerrada y cuenta con un filtro de arena, un filtro de lodo activado y lamparas
UV. El calendario general de alimentacién fue el mismo utilizado la temporada anterior,
excepto que en este caso se proporcionaron los rotiferos en dos dosis, una en la
mafiana y otra por la tarde. Adicionalmente, la cantidad de alimento proporcionado en
todas las etapas se increment6 aproximadamente en un 10% para intentar aumentar la
supervivencia final. Para la evaluacion de la triploidia se colectaron a la eclosién 30
larvas que fueron colocadas de manera individual, para el resto de los muestreos se

colectaron entre 20 y 30 larvas, dependiendo de la disponibilidad, también colocadas de
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manera individual. De la misma forma, se separé entre larvas triploides y larvas
diploides Expuestas al shock (ES). El método de colecta utilizado fue el descrito en la
seccién anterior. Las larvas colectadas se congelaron a -80 °C hasta el momento de su
andlisis por medio de citometria de flujo.

2e) Crecimiento de diploides y triploides durante la crianza larvaria y hasta 30
dias de edad. De los cuatro desoves mixtos obtenidos en la temporada Febrero-Mayo
2008 para la evaluacién de los cambios en el porcentaje de triploidia, se seleccionaron
tres desoves para evaluar y comparar el crecimiento en larvas diploides vy triploides
durante el periodo larvario. Para realizar lo anterior, se utilizaron las larvas recolectadas
alos 15 dde y los 30 dde en el objetivo anterior. Cada larva recolectada fue anestesiada
con tricaina (MS-222) y fotografiada utilizando un estereoscopio conectado a una
camara digital. Luego cada larva se almacené en un vial de 1.5 mL de capacidad de
manera individual y se congel6 a -80 °C. El estatus de ploidia de cada una de las larvas
se analizé por medio del citometro de flujo y una vez concluido se procedio a llevar a
cabo las mediciones de la longitud patrén utilizando el programa Image Pro-plus V. 5.

Para la segunda temporada (Febrero-Mayo 2009) se utilizaron los tres desoves
individuales obtenidos en el objetivo anterior. Se siguié el mismo protocolo de colecta,
fotografiado y almacenamiento de las larvas descrito en el parrafo anterior. Sin
embargo, en este caso, para el ultimo muestreo (30 dde) no se recolecto el resto de las

larvas, solo se colectaron de 20 a 30 larvas.

3) Evaluar los efectos de la triploidia en la etapa juvenil y adulta, y comparar con los

diploides.

3a) Crecimiento y supervivencia durante el periodo de pre-engorda. Se cont6 con
un desove mixto proveniente de 12 hembras y 4 machos. Una vez eclosionadas, las
larvas fueron transferidas a un sistema de crianza larvaria previamente descrito. Al igual
gue en experimentos anteriores, se realiz6 un conteo volumétrico para determinar el
namero de larvas eclosionadas. Las larvas se alimentaron siguiendo el calendario que a

continuacioén se describe: El mismo dia de siembra se alimentaron con una densidad de
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aproximada de 3 a 4 rot/mL. Esta concentracion de rotiferos se elevé conforme pasaron
los dias hasta llegar a una densidad maxima de 12 rot/mL que se proporcionaron hasta
el dia 18. Tres dias antes se co-alimentaron con una mezcla de rotifero con nauplios de
Artemia sp que se proporciond hasta el dia 34. Se proporcionaron adultos de Artemia
desde el dia 31 hasta el dia 40. La dieta con la que se llevé a cabo el destete consistié
de 57% de proteina, 14% de grasa, 12% de ceniza, 1% de fibra, 1.2% de fdsforo,
30.000 I1U/kg de vitamina A, 2,500 IU/kg de vitamina D3, 4001U/kg de vitamina, 2,000
IU/kg de vitamina C y una humedad del 7% (EPAC CW 8/12, INVE Aquaculture,
Bélgica). El tamafio de la particula fue de 800 a 1200 ym.

A los 60 dias de edad, los juveniles fueron medidos (longitud total), y se registré
el peso humedo. Se formé un grupo de diploides y otro de individuos expuestos al
shock con un peso de 1.3 a 1.9 g, el cual a su vez fue dividido en tres replicas para
cada nivel de ploidia. Posteriormente, todos los juveniles fueron transferidos a un
sistema cerrado compuesto por 6 tanques de 600 L de fibra de vidrio, con un filtro de
arena, tierra de diatomeas y lamparas UV, mantenidos bajo condiciones naturales de
fotoperiodo y temperatura.

Los juveniles fueron alimentados con una dieta compuesta por 44% de proteina
cruda, (Burris Marine, USA). Esta dieta se proporciond aproximadamente en un
porcentaje del 10% del peso corporal de manera inicial para después de 3 meses bajar
al 5%. Cada cuatro a cinco semanas, se llevaron a cabo biometrias mediante
mediciones de la longitud patron con ayuda de un Vernier electronico (+ 0.01) y del
peso humedo utilizando una balanza digital (+ 0.02). Para llevar a cabo la biometria los
peces fueron anestesiados con 2-fenoxietanol (Eter Monofenilico de Etilen Glicol) a una

concentracion de 350 ppm. En total, la duracion del cultivo fue de 8 meses.

3b) Evaluacién de la madurez gonadica. En total se analizaron 77 peces de
aproximadamente 10 a 11 meses de edad, 41 diploides y 36 expuestos al shock.
Fueron anestesiados utilizando fenoxietanol a una concentracion de 350 ppm, se
registré su peso humedo y longitud patréon tal como se describioé en el objetivo anterior.
Se procedié a tomar una muestra de sangre por puncién caudal con una jeringa de 1 ml

(tipo insulina) heparinizada. Una vez tomada la muestra de sangre, se disectaron para
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obtener la gbénada, la cual fue pesada vy fijada en solucion Davidson por 48 horas y
posteriormente colocada en formaldehido al 4%. Con los datos que se obtuvieron del
peso de los organismos y el de las génadas, se calcularon los indices gonadosomaticos
(IGS) (Erickson et al., 1985), utilizando la siguiente formula;

IGS = (Pg/Pt) x 100

Donde;

IGS = indice gonadosomatico
Pg = peso de la génada

Pt = peso total del organismo

De cada gonada, se tom0O una porcion de 6 mm de longitud de la parte media-
anterior. Las piezas fueron lavadas cuidadosamente con agua corriente para eliminar el
exceso de fijador y posteriormente se procedio a la deshidratacion con alcohol etilico en
concentraciones crecientes (80°, 96° y 100°) y en una solucién 1:1 de alcohol absoluto-
americlar. Posteriormente se paso a parafina a 56 °C, realizando la inclusion definitiva
con parafina a 60 °C. Las inclusiones se cortaron a 5 pm aproximadamente en un
micrétomo rotatorio American optical modelo 820. Los cortes fueron tefidos utilizando la
técnica de hematoxilina-eosina y montados de manera definitiva con Cytoseal
(Stephensen Scientific). Esta parte del experimento se realizé en las instalaciones del
laboratorio de Histologia perteneciente al CIBNOR, bajo la supervision de la M.C.
Carmen Rodriguez. Los cortes histologicos se observaron en un microscopio con los
objetivos de 4X, 10X, 20X, 40X y 100X, para tratar de diferenciar las principales fases
de desarrollo reportadas para la cabrilla arenera. En cada gbénada, se identifico el

estadio de desarrollo mas avanzado de los oocitos.

Andlisis estadisticos.
Todos los porcentajes de supervivencia y triploidia fueron transformados con la
funcién arco-seno de la raiz cuadrada (Sokal & Rohlf, 1998). Se verifico la normalidad y

homogeneidad de varianzas. Se aplic6 un ANDEVA en los experimentos en los cuales
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se determiné que era el analisis mas apropiado. De igual forma, se aplicé una prueba
de Tukey, cuando las diferencias fueron significativas (p < 0.05 & p <0.1). En los casos
en los cuales no se observd una distribucibn normal, se aplicaron analisis no
paramétricos de Kruskal-Wallis. Para los experimentos donde era necesario utilizar un
analisis paramétrico que involucrard mas de un factor, se emple6 un modelo lineal
general. Por ultimo, un andlisis de correlacion fue utilizado para determinar la relacion
entre las variables independientes, proporcion de divisiones anormales, eclosion y
larvas vivas. Para llevar a cabo lo anterior se utilizé el programa STATISTICA 6.0.

41



Resultados

1) Mejorar el método de induccion a la triploidia.

1a) Porcentajes de triploidia y supervivencia aplicando el shock a los 5, 6, 7, 8, 9
y 10 minutos después de la fertilizacién (DF). Se observaron diferencias significativas (P
< 0.05) entre los diferentes tiempos de entrada al shock en frio. Sin embargo, los
analisis a posteriori no permitieron identificar el mejor tiempo de entrada. Sin embargo,
el tiempo de 5 minutos DF presentd los porcentajes de triploidia mas altos en todos los
desoves (Tabla 1). Conforme el momento de entrada al shock en frio se aplazé, se
observo un decremento en el porcentaje de triploidia obtenido. De manera general, a
partir de los 7 minutos después de la fertilizacion, no se presentaron larvas triploides,
con excepcion del primer desove. Se observaron diferencias significativas (P < 0.05) en
la supervivencia de los grupos diploides y los grupos expuestos al shock en los
diferentes tiempos de entrada al shock, siendo los diploides los que registraron la
supervivencia mas alta. Por ultimo, en los grupos expuestos al shock, la supervivencia
fue significativamente mas alta (P < 0.05) a los 10 minutos de entrada al shock,

comparado con los tiempos de entrada de 5 y 6 minutos.

1b) Variacion en el porcentaje de triploidia obtenido en desoves individuales. Los
porcentajes de triploidia obtenidos mostraron variacion entre las siete hembras
evaluadas (tabla 2). Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas para el
porcentaje de triploidia entre las hembras. En cuanto a la supervivencia, ésta fue
significativamente mas baja (P < 0.05) en los grupos expuestos al shock comparado
con el control, solo en las hembras 6 y 7. Por altimo, se observé una correlacion inversa
entre los porcentajes de triploidia y supervivencia obtenidos (R = - 0.56).

Los resultados obtenidos para el primer factorial se encuentran contenidos en la
tabla 3. Los porcentajes de triploidia y supervivencia obtenidos arrojaron diferencias

significativas (P < 0.05) entre los diferentes machos utilizados.
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Tabla 1. Porcentaje de triploidia y supervivencia obtenido a diferentes tiempos de inicio del
shock en frio. T = porcentaje de triploidia, ST = supervivencia de los huevos expuestos al shock,

SC = supervivencia del grupo control. (Promedio + E. Std.).

Tiempo de entrada al shock en frio
Desove 5 6 7 8 9 10
T 64+20 15+70 10.6+11.0 7+7.0 0 0
1 ST 63 +5.7 64+1.8 71+1.1 59+ 35 6675 66 £ 4.9
SC 73+6.4 - - - - -
T 55+25 13.1+7.0 0 0 0 0
2 ST 81+28 76+21 85+0.9 8072 78+1.6 67 1.7
SC 65+1.0 - - - - -
T 51+0.5 0 0 0 0 0
3 ST 42 +7.8 38+6.8 49+ 11.1 59 + 6. 74+25 86 £ 3.7
SC 38+12.0 - 48 + 4.8 60 £ 3 55+5.3 87+0.5
T 28+17.4 10+4.9 0 0 0 0
4 ST 70+ 4.7 54+28 69+25 74+1.9 67 £ 3.8 78124
SC 81+18 - 73+4.2 69+23 8015 84+53
T 43+25 20+9.8 0 0 0 0
5 ST 21+38 26+5.7 20+ 3.5 20+85 11+16 33%+26.1
SC 49+148 - 19+0.5 32+19 25+0.2 35+4.0
T 602100 25+45 0 0 0 0
6 ST 20+39 46104 49+1.6 44+45 42+6.2 56 + 2.3
SC 9%4z+11 - 87+21 81+59 90+26 52+1.6
T 28+ 7.5 5+2.0 0 0 0 0
7 ST 67+120 66+3.3 69+16.0 61+54 70%9.6 74+55
SC 77+6.3 - 54+1.8 60+3.3 65+85 81+12.0
T 42521 28+35 0 0 0 0
8 ST 64+85 6727 70+5.0 72+25 78+9.6 84+1.6
SC 7929 - 66 +2.5 70+19 8057 88+6.4

El macho 2 en su combinacién con las tres hembras, fue el que arrojé los

porcentajes mas bajos de triploidia y supervivencia. Los porcentajes de triploidia fueron

significativamente mas altos (P < 0.05) en el macho 1 para las tres hembras. Sin

embargo, la mayor supervivencia a la eclosion se observé en los desoves fecundados
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por el macho 3. No se observaron diferencias significativas entre las tres hembras

utilizadas. No se observo una interaccion entre el efecto de los machos y hembras

analizados. Los resultados de los analisis estadisticos de la supervivencia y triploidia se

encuentran contenidos en las tablas 4 y 5 respectivamente.

Tabla 2. Porcentajes de triploidia y supervivencia a la eclosién (Promedio + E. Std) obtenidos en
desoves individuales de cabrilla arenera.

Supervivencia Triploidia

Hembra Control R1 R, R3 Prom. R1 R, R3 Promedio
1 4.4 +25° 2.5 5.0 9.0 55+1.9° 80 75 74 76.3+1.8
2 53.06% 572 38.7 29.5 41.8 +8.1° 58 75 76 69.7£5.8
3 35.2+8.8% 372 157 35.2 29.3 +6.8° 49 100 81 76.7 £ 14.9
4 56.5+21.5* 325 425 37.1 37.3+3 75 69 70 71.3+1.8
5 53.6 +255% 58.1 70.7 55.3 61.3 +4.7° 39 23 100 54+ 234
6 89.1 +8.7° 42.8 525 _ 476 +4.8° 100 100 _ 100
7 15.34° 4.2 4.9 1.8 3.6+0.1° 100 100 100 100

En cada renglén, las letras diferentes indican diferencias significativas ( p < 0.05) entre el control y el
grupo expuesto al shock. R = réplica

Tabla 3. Primer factorial. Porcentajes de supervivencia de las larvas expuestas al shock (ST),
supervivencia de las larvas del grupo control (SC) y de triploidia (T) (Promedio + E. Std).

Hembra 1

Hembra 2

Hembra 2

Macho 1
Macho 2
Macho 3

Macho 1
Macho 2
Macho 3

Macho 1
Macho 2
Macho 3

ST SC T
46.9 + 4.6° 558+ 1.4 90?
13+ 2° 31.6+13.4 27°
63 + 4.7° 65+ 2.5 63"
41.2+2.9° 33.2+2.9 942
21.8+1.8° 33.3+0.6 7°
76 + 6.4° 66.7 + 8.9 63"
39.7+3.1° 34.7+4.3 91°
19 + 3.5° 342+78 14°
74.4 + 5° 86.2+0.7 73°

Para cada hembra y para las variables STy T, las letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05) entre los machos.
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Tabla 4. Primer factorial de los Porcentajes de supervivencia a la eclosiéon de los grupos
expuestos al shock. Resultados obtenidos mediante el andlisis de modelo general lineal. SS =
suma de cuadrados; g.l = grados de libertad; MS = cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel
de significancia.

Modelo Lineal

Efectos SS g.l MS F P
Hembra 0.01849 2 0.00924 0.01869 0.831148
Macho 4.42044 2 2.21022 44.6849 0.000000
Hembra*Macho 0.16766 4 0.04192 0.8474 0.513510
Error 0.89032 18 0.04946

Tabla 5. Primer factorial de los porcentajes de triploidia. Resultados obtenidos mediante el
analisis de modelo general lineal. SS = suma de cuadrados; g.| = grados de libertad; MS =
cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel de significancia.

Modelo Lineal

Efectos SS g.l MS F P
Hembra 0.02215 2 0.01108 1.817 0.191009
Macho 1.49310 2 0.74655 122.503 0.000000
Hembra*Macho 0.046647 4 0.01162 1.907 0.153092
Error 0.10969 18 0.00609

En el segundo factorial no se observaron efectos significativos en la
supervivencia en ninguna de las combinaciones producidas entre los tres machos y tres
hembras utilizados (Tabla 4). Sin embargo, los porcentajes de triploidia observados en
la hembra 1 fueron significativamente mas bajos (P < 0.05) que en la hembra 3. Al igual
gue en caso del primer factorial, no se observé interaccion entre los efectos de las
hembras y machos analizados. Los resultados de los analisis estadisticos de la

supervivencia y triploidia se encuentran contenidos en la tabla 7 y 8 respectivamente.
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Tabla 6. Segundo factorial. Porcentajes de supervivencia de las larvas expuestas al shock (ST)

supervivencia de las larvas del grupo control (SC), y de triploidia (T). (Promedio * E. Std).

Macho 1
Hembra 1 Macho 2
Macho 3

Macho 1
Hembra 2 Macho 2
Macho 3

Macho 1
Hembra 3 Macho 2
Macho 3

ST SC T
71.4+1.3° 745+ 4.9 60°
67.6 + 4.5° 78.3x2.4 60°
70.3+2.6" 73.4+05 56°
71.2+3.3" 64.2+5.1 63%
66.4 + 0.9° 70.6+5.8 62"

65 + 5.2% 79.7+2.3 69"
68.3 + 2.3 68.9+ 1.4 64°
68.4 + 5° 69.8 + 4.1 85%
66.9 + 2.2° 68.4 + 1.2 76%

Para cada hembray para las variables ST y T, las letras diferentes indican diferencias significativas (P <

0.05) entre los machos.

Tabla 7. Segundo factorial de los porcentajes de supervivencia a la eclosion de los grupos
expuestos al shock. Resultados obtenidos mediante el andlisis de modelo general lineal. SS =
suma de cuadrados; g.l = grados de libertad; MS = cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel

de significancia.

Modelo Lineal

Efectos SS g.l MS F P
Hembra 0.00613 2 0.00306 0.793 0.467613
Macho 0.01014 0.00507 1.312 0.293748
Hembra*Macho 0.00335 0.00084 0.217 0.925503
Error 0.06951 18 0.00386

Tabla 8. Segundo factorial de los porcentajes de triploidia. Resultados obtenidos mediante el
analisis de modelo general lineal. SS = suma de cuadrados; g.| = grados de libertad; MS =
cuadrado medio; F = F de Fisher; p = nivel de significancia.

Modelo Lineal

Efectos SS g.l MS F P
Hembra 0.12169 0.06084 5.070 0.017933
Macho 0.04445 0.02222 1.852 0.185662
Hembra*Macho 0.10848 0.02712 2.260 0.102947
Error 0.21603 18 0.01200
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1c) Métodos de verificacion de triploidia. De los 30 individuos analizados, solo 10
fueron identificados como triploides por el analisis de eritrocitos. La longitud del eje
mayor fue de 5.36 + 0.04 um (Promedio + E. Std.) en los diploides y de 6.76 + 0.1 um
en los triploides mientras que la longitud del eje menor fue de 3.41 £0.03 umy 3.96
0.1 um, respectivamente (Fig. 1a,b). El nivel de ploidia fue confirmado por medio de
citometria de flujo para cada individuo. El porcentaje de eficacia para una correcta
clasificacion fue de 100% para el eje mayor, mientras que para el eje menor fue de solo
un 80%. Los rangos de distribucién para el eje mayor y eje menor de diploides y
triploides se encuentran contenidos en la figura 2.

Figura 1. Fotografia de eritrocitos (um * E.Std.). a) diploides, b) triploides. Aumento 10X.
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Figura 2. Rangos de distribucion del eje mayor (a) y el eje menor (b) en pum de eritrocitos
diploides y triploides de cabrilla arenera.
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2) Evaluar los efectos de la induccion a la triploidia en las etapas embrionaria y larvaria,

y comparar con los diploides.

2a) Velocidad del desarrollo embrionario. La tabla 9 muestra los tiempos de inicio

de los principales estadios del desarrollo embrionario en diploides y triploides de cabrilla

arenera. De manera general fue posible observar un retraso en la aparicién de las

diferentes etapas de desarrollo en los embriones expuestos al shock en comparacion

con los diploides. Este retraso es mas marcado durante las etapas iniciales del

desarrollo embrionario y disminuye conforme avanza el desarrollo. Sin embargo, la

eclosion de los huevos expuestos al shock muestra un retraso de aproximadamente una

hora con respecto a los diploides.

Tabla 9. Tiempo transcurrido (horas:minutos) entre la fecundacion y la aparicion de las
principales etapas del desarrollo embrionario en organismos diploides y expuestos al shock de

cabrilla arenera.

Control Expuesto al Shock
Desove 1

Estadio Tiempo Tiempo
Blastula tardia 04:33 06:16
Gastrula 06:18 07:36
Neurulacion 08:49 08:52
Melanoforos 13:43 13:48
Aleta caudal 15:46 15:58
100% eclosion 22:39 23:43

Desove 2

Blastula tardia 04:36 05:40
Gastrula 05:46 07:27
Neurulacién 09:04 08:51
Vesicula 6ptica 10:56 11:01
Melanoforos 13:40 13:46
Aleta caudal 15:52 16:00
100% eclosion 22:42 23:30

2b) Divisiones anormales, eclosién y larvas vivas en individuos diploides y

expuestos a shock en frio de cabrilla arenera. En ambas temporadas, el porcentaje de
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eclosion y la proporcién de larvas vivas fue significativamente menor (P < 0.05) en el
grupo expuesto al shock comparado con el grupo control, mientras que la proporcion de
divisiones anormales fue significativamente mas alta (P < 0.05) en los huevos
expuestos al shock (Tabla 10). No se observaron diferencias significativas entre ambas
temporadas para ninguna de las variables analizadas, excepto para el porcentaje de
divisiones anormales, el cual fue significativamente méas alto (P < 0.05) en la primera
temporada comparado con la segunda temporada (Tabla 10).

Se registraron dos correlaciones lineales negativas entre el porcentaje de
divisiones anormales y la supervivencia a la eclosion (R = - 0.63), y entre el porcentaje
de divisiones anormales y la proporcion de larvas vivas (R = - 0.58). Sin embargo, el
porcentaje de triploidia no mostré ninguna relacion con los porcentajes finales de
divisiones anormales, eclosion o larvas vivas (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentajes de divisiones anormales, eclosion y larvas vivas (Promedio + E. Std.)

obtenidos en el grupo control y expuesto al shock durante las temporadas de 2008 y 2009 en
desoves de cabrilla arenera.

Division anormal  Eclosién Larvas vivas  Triploidia

Temporada Desoves (n) Tratamiento
2008 7 Control 24.6 +1.0% 76.8+5.8% 87.5+3.5%
Expuesto al shock 457 +2.1° 37.7+25"  70.4+6.6° 78 +6.3°

2009 6 Control 16.4 + 1.6° 75.1+3.8  922+19°
Expuesto al shock 34.2+4.2° 575+7.8° 67.63+65  50+5.3"

Promedio 2008 35.2+3.1% 57.3+5.6% 789+ 2.4°
Promedio 2009 25.3 + 3.4° 66.3 + 6.6° 79.9 + 3.1°

Para cada variable y cada temporada, las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05)
entre el grupo control y el grupo expuesto al shock en los porcentajes de divisiones anormales, eclosion y
larvas vivas obtenidos.

Se presentaron diferencias significativas en los porcentajes de eclosion y en la
proporcion de larvas vivas entre los huevos divididos normalmente y los que
presentaron anomalias en las divisiones (P < 0.05). Los embriones con division
anormal mostraron un porcentaje de eclosion y una proporcion de larvas vivas
significativamente menores (P < 0.05) que los embriones con divisiones normales
(Tabla 11). Ademas los embriones anormales del grupo expuesto al shock presentaron

porcentajes significativamente menores (P < 0.05) de eclosion y larvas vivas
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comparado con los embriones anormales del grupo control. En cuanto al grupo control,
no se observaron diferencias significativas entre los embriones normales y anormales
en el porcentaje de eclosién. Sin embargo, la proporcién de larvas vivas fue
significativamente mas alta (P < 0.05) en los huevos normales (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentajes de eclosion y larvas vivas (Promedio + E. Std.) obtenidos en embriones
normales y anormales de cabrilla arenera.

Eclosién Larvas Vivas
Control
Anormales 95.3+ 3" 785+6.2°
Normales 98.8 +0.8% 93.3+1.5%
Expuestos al Shock
Anormales 43.9+12.3 54.5 + 10°
Normales 83.9+5.1° 73.5+55°

En cada columna, las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).

2c) Porcentaje de supervivencia a la eclosion y a las 24 horas posteriores en
larvas diploides y expuestas al shock en frio. Los grupos expuestos al shock mostraron
de manera general porcentajes de supervivencia menores comparado con los grupos
diploides. En los experimentos en los cuales se evalu6 la supervivencia solo a la
eclosion, esta reduccion fue significativamente menor (P < 0.1) solo para los
experimentos 2, 4 y 5 (Fig. 3a). En experimentos en los que se evalud tanto la
supervivencia a la eclosibn como a las 24 después de la eclosion, se detectaron
diferencias significativas (P < 0.1) solo en el octavo experimento donde, la
supervivencia de los grupos expuestos al shock fue menor tanto a la eclosion como a
las 24 horas posteriores. En este mismo experimento, la supervivencia a la eclosion fue
significativamente mas alta (P < 0.1) en el grupo diploide y expuesto al shock
comparada con la supervivencia obtenida a las 24 horas después de la eclosion. En el
séptimo experimento, la supervivencia del grupo expuesto al shock fue
significativamente menor (P < 0.1) tanto a la eclosion como a las 24 horas posteriores

comparado con la de los diploides a la eclosiéon (Fig. 3b). Los porcentajes de triploidia
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obtenidos a la eclosion para cada experimento, se muestran al lado de la columna de

supervivencia.
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Figura 3. A) Supervivencia a la eclosion en los grupos control y expuestos al shock (ES) por experimento (Promedio +
Desv. Std.). B) Supervivencia a la eclosion y a las 24 horas después de la eclosion por experimento. En cada
experimento, las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Los nimeros indican el porcentaje de
triploidia obtenidos en cada experimento.
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2d) Seguimiento de los porcentajes de triploidia durante la crianza larvaria y hasta
30 dias de edad. En los siete desoves analizados durante las temporadas 2008 y 2009,
fue posible observar un decremento significativo (P < 0.05) de los porcentajes de
triploidia durante el periodo larvario. Para la temporada 2008, este decremento fue
significativo (P < 0.05) al comparar los porcentajes obtenidos a la eclosién, con aquellos
obtenidos a los 15 dias de cultivo (Tabla 12). Adicionalmente, los porcentajes obtenidos
después de la primera alimentaciéon (DPA) fueron significativamente mas altos (P <
0.05) que a los 15 y 30 dias de cultivo. Mientras que para la temporada 2009, los
porcentajes de triploidia a la primera alimentacién fueron significativamente menores
(P < 0.05) a los observados a la eclosion. Este decremento fue también
significativamente mas bajo (P < 0.05) que a los 15 y a los 30 dias de cultivo (Tabla
13). Por ultimo, en ambas temporadas se presentaron diferencias significativas (P <
0.05) entre los diferentes desoves en las diferentes etapas analizadas

El descenso en el porcentaje de triploidia se observo independientemente de la
densidad utilizada. Sin embargo, fue posible observar que el segundo desove
(03/04/08) de la temporada 2008, el cual tiene la densidad de siembra mas baja,
presentd el porcentaje final de triploidia mas alto, mientras que el segundo desove
(14/04/09) de la temporada 2009 que presentd la densidad de siembra mas alta,

registro el porcentaje de triploidia mas bajo al final del cultivo.

Tabla 12. Porcentajes de triploidia obtenidos en desoves mixtos de cabrilla arenera durante los
diferentes muestreos del periodo larvario de la temporada 2008.

Desove
Fecha 02/04/08 03/04/08 04/04/08 05/04/08
Densidad de cultivo 22 L/ 16 L/I 37 L/ 24 L/
% 3n a eclosion 75% 80° 63% 78%
% 3n DPA* 73% 53% 48%° 51%°
% 3n 15 dde” 43 47" 40 27"
% 3n 30 dde 13° 36° 20° 22°

*DPA = después de primera alimentacion, dde = dias después de la eclosion. En cada columna, las
letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Tabla 13. Porcentajes de triploidia obtenidos en desoves individuales de cabrilla arenera
durante los diferentes muestreos del periodo larvario de la temporada 2009.

Desove
Fecha 14/04/09 14/04/09 18/04/09
Densidad 29 L/l 70 L/ 35 LI
% 3n a eclosion 62° 542 77°
% 3n DPA 45° 41° 55°
% 3n 15 dde 26° 19° 43°
% 3n 30 dde 14¢ 10° 28¢

En cada columna, las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05)

2e) Crecimiento de diploides y triploides durante la crianza larvaria y hasta 30
dias de edad. Los datos de crecimiento obtenidos de la temporada Febrero-Mayo 2008
se encuentran contenidos en la tabla 14. A los 15 dias de cultivo se observaron
diferencias significativas (P < 0.05) solamente entre las larvas diploides del control y las
larvas triploides del primer desove. Las larvas diploides ES no mostraron diferencias
significativas comparadas con los diploides-control y con los triploides. En contraste,
para el final del cultivo fue posible observar diferencias significativas (P < 0.05) en los
tres desoves analizados. En el primer (03/04/08) y tercer desove (05/04/08) los valores
mas altos de longitud patron correspondieron a las larvas triploides y a las larvas
diploides ES. No se observaron diferencias significativas entre larvas triploides y
diploides ES. Mientras que en el segundo desove (04/04/08) las larvas diploides ES
mostraron los valores de longitud patron significativamente méas altos (P < 0.05) que los
triploides y diploides-control.

Para la temporada 2009 (Tabla 15) no se registraron diferencias significativas en
la longitud patrén a los 15 dias de cultivo para ninguno de los tres desoves analizados.
En contraste, a los 30 dias de cultivo, las larvas diploides ES mostraron los valores
significativamente mas altos (P < 0.05) en el primer (14/04/09a) y segundo desove
(14/04/09b). No se observaron diferencias significativas entre las larvas diploides-

control y triploides para ninguno de los tres desoves analizados.
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Tabla 14. Valores de longitud patron (Promedio + E. Std.) obtenidos en la temporada 2008 en larvas diploides (2n) y triploides (3n)
de cabrilla arenera. LP = Longitud patrén. L/I = Larvas por litro.

Desove
Fecha 03/04/2008 04/04/2008 05/04/2008
Ploidia 2n 3n 2n* 2n 3n 2n* 2n 3n 2n*
Densidad 42 LI 16 L/I 16 L/I 22 LI 37 L 37U 32U 24 LI 24 LI
LP 15dde (mm) | 4.8+0.07° 5.4+0.2° 5+0.3% 53+0.07* 52+01*° 53+0.3° 51+0.1> 55+0.2° 5.3+0.3
LP 30dde (mm) | 10.2+0.2° 17.1+04° 181+03° | 17.0+06° 16.0+0.7° 195+06° | 155+1.7° 21.9+1° 205+0.7°

* Larvas diploides expuestas al shock. dde = Dias de edad. Para cada desove, las letras diferentes en cada rengldon

significativas (P < 0.05)

indican diferencias

Tabla 15. Valores de longitud patron (Promedio + E. Std.) obtenidos en la temporada 2009 en larvas diploides (2n) y triploides (3n)
de cabrilla arenera. LP = Longitud patrén. L/I = Larvas por litro.

Desove
Fecha 14/04/2009a 14/04/2009b 15/04/2009
Ploidia 2n 3n 2n* 2n 3n 2n* 2n 3n 2n*
Densidad 29 L/I 29 L/I 29 L/I 70 L/I 70 L/I 70 L/I 35 L/l 35 L/I 35 LI
LP 15dde (mm) | 56+0.1* 55+01* 55+0.1° 5.2+0.1° 51+01* 5.3+01° 5.5+0.1% 55+0.2% 56+0.2°
LP 30 dde (mm) | 24.8+0.9* 21.7+08" 266+08° | 19.9+0.7° 18.6+1%° 23.1+0.7° | 228+0.8* 223+09* 242+0.8°

* Larvas diploides expuestas al shock. dde = Dias de edad. Para cada desove, las letras diferentes en cada renglén indican diferencias

significativas (P < 0.05).
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3) Evaluar los efectos de la triploidia en las etapas juvenil y adulta, y comparar con los

individuos diploides.

3a) Crecimiento y supervivencia durante el periodo de pre-engorda. Se contd con
un desove mixto proveniente de 12 hembras y 4 machos. Los resultados obtenidos se
encuentran contenidos en la tabla 16. El porcentaje de triploidia a la eclosion fue de
90%. Sin embargo, la revision del nivel de ploidia de todos los juveniles cultivados a los
ocho meses, revel6 una reduccion importante del porcentaje de triploidia. EI mayor
crecimiento (peso y longitud patrén) se observé tanto en los diploides expuestos al
shock como en los triploides, seguidos por los diploides del control. Sin embargo, no se
detectaron diferencias significativas tanto en el peso como en la longitud patron final
entre ninguno de los tres grupos. Por ultimo, es interesante observar que el mayor
crecimiento de los juveniles triploides se presentd en la réplica en la cual se obtuvo el
porcentaje mas bajo de triploidia (12%), mientras que el menor crecimiento se registro
en la replica con el mayor porcentaje de triploidia (24%). Los resultados del ANOVA

realizado se encuentran contenidos en la Tabla 17.

3b) Evaluacion de la madurez gonadica. Los resultados obtenidos sobre la
madurez gonadica se encuentran contenidos en la tabla 18. No se observaron
diferencias significativas en el peso o bien en la longitud patron entre diploides y
triploides. Sin embargo, el peso de la gonada y particularmente, el indice
gonadosomatico de los organismos triploides fueron significativamente menores (P <
0.05) comparados con el de organismos diploides. Otra observacion interesante fue el
cambio en la proporcion de sexos observada entre ambos tipos de ploidia. En los
individuos diploides se presenté una mayor proporcion de hembras, mientras que en los
individuos triploides se presenté una mayor proporcion de machos. El nUmero total de

individuos por nivel de ploidia se encuentra contenido en la figura 4.
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Tabla 16. Peso (g) (P), longitud patron (cm) (LP) y porcentaje de triploidia final (T) obtenidos a 8
meses de cultivo en las replicas de juveniles diploides control, diploides expuestos al shock (ES)

y triploides. (Promedio + E. Std.). REP = replica.

Tratamiento
Diploides Diploides ES Triploides T
REP P LP P LP P LP
1 36.4+2.6 10.8+0.2 56.0+ 7.3 11.9+0.3 39.0+45 11.1+0.3 24
2 41.1+3.0 11.1+0.2 50.0+4.0 11.7+0.2 479+11.7 11.6+0.7 15
3 30.0+1.6 10.6+0.3 50.0+5.6 12.2+0.3 88.6 +12.9 14.1+0.5 12

Tabla 17. Medias del ANOVA obtenidas para el Peso (P) y la Longitud patron (LP). Intervalo de
confianza del 95%. (Media * Intervalo de confianza, minimo — maximo)

Tratamiento
Diploides Diploides ES Triploides
P 35.8+13.1-585 51.6 +29.0-74.3 58.5+35.7-81.2
LP 10.8+£9.5-12.2 11.9+10.6 —13.3 12.3+10.9-13.6

Tabla 18. Valores obtenidos para peso (g) (P), longitud patron (cm) (LP), peso de la gbnada (g)

(PG), indice gonadosomatico (IG) y proporcién de sexos (PS) en diploides y triploides de
cabrilla arenera.

Ploidia P LP PG IG PS
Diploides 46.8 + 3.4° 11.5+0.3° 1.6 + 0.05° 3.6+0.4° 28H-1M
Triploides 39.8+4.2° 10.9 + 0.3 0.2 +0.03° 05+0.1° 1H-7.6 M

* Valor promedio * error estandar. H = hembra, M= macho. Para cada columna, las letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05).

57



100% -
90% -
80% - 10
70% -

60% -

23 H Transicidn sexual
50% -
.1 Machos
40% -
% & Hembras
30% -
20% -
10% -
0% - T
Diploides Triploides

Figura 4. Porcentajes y numero total de hembras, machos e individuos en transicién sexual,
observados en diploides y triploides de cabrilla arenera.

Cortes histoldgicos.
En total, de las 71 gonadas disponibles, se analizaron 67 gonadas, 41 diploides
(10 machos y 28 hembras) y 26 triploides (23 machos y 3 hembras).

Hembras diploides.

En todas las gbnadas se pudieron observar oocitos en todos los estadios de
desarrollo. Sin embargo, el estadio de desarrollo mas avanzado en 93% de las gonadas
analizadas fue la etapa de vitelogénesis avanzada. También fue posible observar

oocitos en proceso de hidratacion y oocitos atrésicos (Fig. 5).
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Figura 5. Micrografia del ovario de Paralabrax maculatofasciatus diploide. A) Se observan oocitos perindcleolares (Op), y Vitelogénicos avanzados(Va). 10X. B) Se observan
varios oocitos en vitelogénesis avanzada(Va), 10X.C) es posible observar oocitos en diferentes estadios de vitelogénesis ; Vitelogénesis inicial (Vi); Vitelogénesis avanzada (Va), y
oocitos perinucleolares (Op), oocito en estadio de hidratacién (H), se observa la migracion del nicleo hacia el polo animal (N), 20X. D) Oocitos vitelogénicos en diferentes grados
de atresia (Oa) en los cuales no se observa el nlcleo, pero si la zona radiata con un aspecto discontinuo (Zr), oocitos vitelogénicos avanzados (Va). 10X. Técnica de
Hematoxilina-Eosina.
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Hembras triploides.

Las gonadas de las unicas tres hembras triploides encontradas y analizadas
estaban formadas en su mayor parte de oocitos en fase perinicleolar de diferente
tamafo y de forma ovoide. Se observaron también en nimero pequefio oocitos en
inclusiones lipidicas. (Fig. 6A, B). En las tres hembras analizadas, la etapa de desarrollo

mas avanzada vitelogénesis inicial (Fig. 6C,D).

Machos diploides

Las génadas mostraron gametos en todas las etapas de desarrollo. El estadio
mas avanzado alcanzado fue el de espermatozoide. Asimismo se observaron células de
Sértoli distribuidas en la periferia y en la union de las lamelas, alrededor de grupos mas
grandes de espermatocitos primarios y secundarios, asi como espermatides. En
algunas gonadas se observaron también espermatozoides distribuidos en la parte

interna, cerca de conductos espermaticos y en la periferia de la goénada (Fig. 7A,B).

Machos triploides.

La fase mas avanzada encontrada correspondié a la de espermatocito
secundario. En general, se observaron espermatocitos primarios ocupando junto con
secundarios la totalidad del epitelio gonadal. Las células de Seértoli y las
espermatogonias se observaron en pequefios numeros en la periferia y en la unién de
las lamelas, asi como de manera aislada rodeadas por un gran ndamero de

espermatocitos primarios y secundarios (Fig. 7C,D).

Organismos en transicion sexual.

En total se identificaron tres individuos en diferentes estadios de transicion
sexual dentro de los diploides. La determinacion se realiz6 identificando la presencia de
tejido ovarico en particular oocitos en alveolo perinucleolares y testicular incluyendo

células de Sértoli, espermatogonias y espermatocitos primarios (Fig. 8).
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Figura 6. Micrografia del ovario de Paralabrax maculatofasciatus triploide. A) oocitos en estadio perintcleolar (Op) ocupan la mayor parte del tejido ovarico, se observan también
oocitos en inclusiones lipidicas (ll). 4X. B) Se observa una porcién del tejido ovarico con oocitos en estadio perindcleolar (Op), Oocitos en inclusiones lipidicas (ll) y Oocitos en
vitelogénesis inicial (Vi), se aprecia el nicleo (N). 10x. C) Grupo de oocitos perinicleolares (Op), oocito en vitelogénesis inicial (Il), nicleo (N). 20X. D) Oocito en vitelogénesis
inicial (Vi), nacleo (N), Células foliculares (Cf), oocitos perintcleolares (Op), se pueden observar los nucléolos dentro del nicleo de los oocitos perintcleolares (Nu), Zona radiata
(Zr) 40X. Técnica de Hematoxilina-Eosina.
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Figura 7. Micrografia del testiculo de Paralabrax maculatofasciatus; Diploide, A) Epitelio cibico que compone las lamelas (Ce), espermatozoides en el interior de tubulos
seminiferos (Ez). 40X. B) ) grupo de espermatocitos primarios (Ep), espermatocitos secundarios (Es), espermatidas (Ed), grupos de espermatozoides con su cola distintiva en el
centro de los tlbulos seminiferos (Ez), Células de Sértoli(Cs). 100X. Triploide C) Espermatogonias (Et), Espermatocitos primarios (Ep) y secundarios (Es) ocupando el total de la
goénada. 40X. D) Espermatogonias (Et), espermatocitos secundarios (Es). 100X. Técnica de Hematoxilina-Eosina.
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Figura 8. Micrografia de génadas de Paralabrax maculatofasciatus en transicion sexual. A) se observan oocitos perindcleolares (Op). 10X. B) Porcién del tejido testicular con
oocitos en estadio perinlcleolar (Op) C) Espermatocitos secundarios (Es); espermatidas (Ed), Células de Sértoli(Cs) 40X. D) Grupo de espermatogonias (Et), grupo de

espermatocitos primarios (Ep), espermatidas (Ed), Células epiteliales cubicas que compone las lamelas (Ce), se puede apreciar un oocito perintcleolar (Op)). 100X. Técnica de
Hematoxilina-Eosina.
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Discusion.

La triploidia es una de las técnicas mas prometedoras para esterilizar una gran
cantidad de peces y con esto reducir los efectos negativos de la maduracién sexual en
varias especies de interés comercial. Sin embargo, los recién formados individuos
triploides, llevan a cabo rapidos y extensivos cambios en el genoma que tienen
consecuencias a nivel fisiolégico. Estos cambios son la primera consecuencia medible
de la triploidia dentro del organismo, ya que se presentan inmediatamente después del
evento de triploidizacién. El tipo y magnitud de dichos cambios, determinan si el recién
formado individuo triploide es capaz de soportar la inestabilidad inicial producto de su
nuevo genoma Yy lograr mantener una supervivencia y crecimiento superior o al menos

similar a la de los diploides.

Diferentes tiempos de aplicacion del shock en frio.

Para obtener un porcentaje del 100% de triploidia, es necesario la aplicacion de
un protocolo preciso, el cual involucra las tres variables previamente mencionadas, el
tiempo o0 momento de aplicacion del shock, la temperatura y la duracion. Los valores
criticos para cada variable son especificos para cada especie y una determinacion fina
de las tres variables es aconsejable para obtener los porcentajes mas elevados de
triploidia y supervivencia (Piferrer et al., 2003). De las tres variables, el tiempo o
momento de aplicacion del shock después de la fertilizacion es el factor mas importante
en un experimento de induccién a la triploidia, ya que los procesos interrumpidos
durante la anafase de la meiosis Il por el shock en frio, ocurren a un tiempo
determinado después de la fertilizacion para cada especie en particular. Cassani &
Caton (1985) mencionan que el tiempo de entrada al shock aplicado debe coincidir
aproximadamente con el tiempo en el que se lleva a cabo la profase durante la segunda
divisibn meiotica. En este sentido, aun los cambios mas pequefios en el tiempo de
entrada al shock pueden aumentar o disminuir significativamente los porcentajes de
triploidia obtenidos a una misma temperatura y duracion (Felip et al., 1997; Maxime,
2008). Lo anterior se observé de manera clara en este trabajo, pues aunque los tiempos
de 5y 6 minutos después de la fertilizacion produjeron triploides de manera consistente,

el tiempo de 5 minutos arrojo porcentajes mucho mas elevados que los porcentajes de
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triploidia observados a 6 minutos. El resto de los tiempos evaluados no fueron exitosos
en inducir la triploidia, excepto por un muy bajo porcentaje a los 7 minutos en una sola
hembra 1. Estos resultados sugieren que en la cabrilla arenera la ventana de tiempo en
la cual el shock es efectivo es muy corta. Varias especies parecen presentar al igual
gue en la cabrilla arenera una ventana relativamente corta: Ctenopharyngodon idella
(Cassani & Caton, 1985), Oreochromis aureus y O. niloticus (Don & Avtalion, 1988),
Pomoxis annularis (Baldwin et al., 1990), Dicentrarchus labrax (Felip et al., 1997) y
Scophthalmus maximus (Piferrer et al, 2003). Esto se observé en el trabajo de Alcantar-
Vazquez et al., (2008) en la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, donde la
triploidizacién fue conseguida solamente cuando se aplicé el shock 5 minutos después
de la fertilizacion. Sin embargo, el cuerpo polar se observo fisicamente siendo extruido
del huevo fecundado (en controles diploides) hasta casi 20 minutos después de la
fertilizacion.

El propodsito de aplicar el shock a diferentes tiempos fue también para permitir
gue el esperma permaneciera mas tiempo en contacto con los huevos de manera que
esto permitiera a aumentar la fertilizacion y por ende la supervivencia estimada. Se
observaron diferencias significativas entre los diferentes tiempos evaluados, siendo el
tiempo de entrada de 10 minutos el que presentd la mayor supervivencia, comparado
con el de 5y 6 minutos. Esta diferencia puede explicarse en parte por un aumento en la
fertilizacion, pero también por la ausencia de triploidizacion, ya que una vez que la
ventana de tiempo para detener la meiosis Il ha sido cerrada, la aplicacién de un shock
térmico no provoca tantos efectos negativos como cuando se aplica durante las etapas
iniciales de desarrollo después de la fertilizacion (Piferrer et al., 2003).

A este respecto, en algunas especies, ha sido reportada una baja supervivencia
cuando el shock es aplicado demasiado rapido después de la fertilizacion (Johnstone,
1985; Piferrer et al., 2003). Se argumenta que el shock puede interferir o perturbar
eventos relacionados con el reinicio de la meiosis. Otras razones para explicar este
decremento pueden obedecer a la falta de tiempo, ya sea para permitir una correcta
separacion entre los huevos fecundados (que flotan) y no fecundados (que se van al

fondo). Sin embargo debido a que obtuvieron triploides de manera constante solamente
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con el tiempo de 5 minutos después de la fertilizacion, no es recomendable posponer la

entrada de los huevos al shock.

Variacion de los porcentajes de triploidia.

Adaptar protocolos de induccion a la triploidia a nuevas especies no representa
mucha dificultad, debido a que los protocolos de induccion para una gran cantidad de
especies se encuentran disponibles. Sin embargo, se ha observado una gran variacion
en los porcentajes de triploidia y supervivencia obtenidos en una misma especie y bajo
un mismo tratamiento (Lincoln et al., 1974; Thorgaard et al., 1981; Cassani & Caton,
1985; Dubé et al., 1990). En efecto, en el presente trabajo se observé una variacion en
los porcentajes de triploidia obtenidos, tanto entre desoves individuales como entre
desoves mixtos, aunque no en todos los casos fue posible detectar diferencias
significativas entre los desoves debido a la amplia variacion que se observo en las
replicas de un mismo desove. Ha sido reportado que los principales factores
generadores de la variacion entre desoves son diferencias controladas por factores
genéticos en el tiempo de salida del cuerpo polar o bien una susceptibilidad diferencial
hacia el shock en frio (Cassani & Caton, 1985; Dubé et al., 1990; Felip et al., 1997).
Otro factor importante es el grado de maduracion de las hembras utilizadas. Diaz et al.
(1993) reportan que el grado de maduracion puede variar entre hembras adn cuando
los desoves se obtienen hormonalmente. Adicionalmente, ha sido reportado que los
huevos sobre-maduros pueden presentar desestabilizaciéon del huso meidtico, lo cual
puede conducir a la interrupcién de la segunda division de manera mas frecuente (Diaz
et al., 1993; Aegerter & Jalabert, 2004). Si bien estos factores no pueden explicar por si
solos la variacién observada entre réplicas, su relacion con el manejo de los huevos y
en las variables que participan en la aplicacion del shock (temperatura, duracién e
inicio) pueden explicar en gran parte las variaciones observadas. Lo anterior ha sido
observado previamente por otros autores, Utter et al. (1983) en salmoén plateado
Oncorhynchus kisutch, reportan que una de las tres réplicas analizadas mostré una
reduccion significativa del porcentaje de supervivencia, mientras que el resto de las

réplicas, mantuvo el porcentaje inicial.
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Otro factor a considerar son las pequefas diferencias que pueden presentarse
durante un experimento en cualquiera de las tres variables involucradas en el
tratamiento de induccién a la triploidia y las cuales pueden resultar en cambios
significativos en los porcentajes de triploidia obtenidos (Cassani & Caton, 1985; Dubé et
al., 1990; Felip et al., 1997; Piferrer et al., 2009). Aunque en el presente trabajo la
variacién en la temperatura del shock se mantuvo mas controlada (+ 0.3 °C) que en
trabajos anteriores (£ 0.5 °C) (Felip et al.,, 1997; Piferrer et al., 2003), pequefias
variaciones se pudieron haber presentado debido a una falta de homogeneizacion del
agua dentro de la hielera en ciertos momentos (especialmente al momento de agregar
bolsas de hielo). Asi mismo, es posible que una falta de homogeneizacién de los
oocitos pueda haberse presentado en los desoves mixtos, al agregar el esperma.
Debido al poco tiempo que se tiene para fertilizar los huevos manualmente e inducir el
shock, la homogeneizacion de los desoves es muy corta, lo cual en Ultima instancia
pudo haber causado que los huevos utilizados en los experimentos pertenecieran
principalmente a una o pocas hembras del total colectado. Sin embargo, es posible que
estas pequefias variaciones no sean suficientes para explicar la amplia variacion
observada entre réplicas en algunas hembras.

La calidad de los huevos es importante para optimizar los porcentajes de
triploidia obtenidos. En este trabajo, no se ha analizado la calidad de los desoves pero
se reportan que factores que afectan la fertilizacion y la supervivencia, también pueden
afectar la supervivencia después de un shock térmico, como por ejemplo, la
composicion quimica, mas particularmente se ha sefialado a los acidos grasos (Komen
& Thorgaard, 2007; Piferrer et al., 2009). Otros factores que pueden afectar los
porcentajes de triploidia obtenidos son el tamafio del huevo (principalmente en especies
con huevos de gran tamafio, como los salmoénidos) y el origen de éstos (silvestres o de
hembras en cautiverio) (Diaz et al., 1993; Kjgrsvik et al., 2003; Piferrer et al., 2009). Sin
embargo, Komen & Thorgaard (2007) concluyeron que la calidad de los huevos es un
conjunto de factores que actualmente se encuentra comprendido solo de manera
superficial por lo que no se puede en esta etapa identificar de manera clara si la calidad

de los desoves obtenidos de la cabrilla arenera pudo haber afectado los resultados.
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La mayoria de los trabajos desarrollados con hembras silvestres reportan que
estos son de mayor tamafio y en general de mejor calidad que los desoves de hembras
mantenidas en laboratorio (Turner, 1998; Zohar & Mylonas, 2001). Sin embargo, aln en
hembras silvestres es posible observar un descenso en la calidad de los desoves
conforme va avanzando y concluyendo la temporada de reproduccion natural.

El manejo de los desoves puede también tener un efecto en los porcentajes de
triploidia obtenidos. Al manejar en un mismo experimento varios desoves, como se
realizé en el presente trabajo, el tiempo transcurrido entre la obtencion del desove y su
fertilizacion puede variar desde un par de minutos hasta diez minutos. Lo cual puede
conducir en algunos casos a que desoves originalmente en optimas condiciones, sobre-
maduren parcial o totalmente por un tiempo excesivo de espera. A este respecto,
Flajshans et al. (2008) observaron en la tenca Tinca tinca, una reduccion significativa en
la supervivencia después de tres horas de posponer la fertilizacion. Asi mismo,
observaron un incremento en el numero de triploides espontaneos conforme se
pospuso el momento de la fertilizacion, sin necesidad de algun tipo de shock. Lo
anterior lo atribuyen a una diploidizacién del juego de cromosomas materno, causado
por endoreduplicacion cromosémica durante la pre-meiosis y retencion del segundo
cuerpo polar. Adicionalmente, por el nimero de variables y desoves que se manejaron
fue necesario trabajar entre varias personas y aunque se tuvo un maximo de cuidado,
algunas desviaciones en el manejo de alguna de las variables utilizadas para inducir a
la triploidia pudo haber sido causado por la presencia de mas de una persona
controlando estas variables.

Un factor que pocas veces recibe la atenciébn necesaria y que en el presente
trabajo se manejé como otro componente mas, fue la calidad del esperma utilizado.
Para esto se realizaron previo a la fertilizacion una serie de pruebas, que incluyeron
seleccion de esperma sin presencia de orina, cantidad y porcentaje de motilidad inicial
del esperma utilizado. Aunque solo se seleccionaron machos que cumplieron con estos
requisitos, fue posible observar diferencias en la supervivencia que pudieron ser
ocasionadas por el esperma utilizado. Esto se observé en los experimentos realizados,
principalmente en el primer factorial. A este respecto, es probable que el esperma

posea una buena motilidad y sin embargo, su capacidad de fertilizacién sea baja. Esta
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baja capacidad de fertilizacion puede estar relacionada con la composicién quimica del
esperma, la cual incluye la cantidad de AMPc (adenosin monofosfato ciclico), que
permite equilibrar y extender la motilidad después de los segundos iniciales y por lo
tanto permitir mayores tasas de fertilizacién (Nagahama, 1994; Flajshans et al., 2008).
Una baja fertilizacibn provocada por esperma de baja calidad, puede producir
variaciones en el porcentaje de triploidia, al reducir el numero de huevos fertilizados
disponibles para que la triploidizacién actuara. Adicionalmente, un huevo fertilizado por
esperma de baja calidad, puede poseer una reducida probabilidad de sobrevivir
después de la aplicacién del shock, debido a una mayor frecuencia de divisiones
anormales o malformaciones que pueden causar la muerte del embrion. Estas
deficiencias quimicas y por lo tanto la variacion observada, pueden evitarse o reducirse
al seleccionar machos con una alta tasa de motilidad inicial, ya que en el segundo
factorial realizado y en un tercero (Anexo 1.) no presentado debido a que no se cuenta
con los porcentajes de triploidia, no se presentaron diferencias significativas entre los
machos utilizados.

Ademéas de la calidad del esperma utilizado, otro factor que puede ser
responsable de la variacion observada, es el efecto del genotipo, en este caso el del
macho. Este efecto genético esta determinado por factores intrinsecos del individuo
utilizado, localizados a nivel del ADN. Entre éstos factores se encuentran efectos
epistaticos, mutaciones deletéreas, re-arreglos a nivel cromosémico y finalmente sobre-
expresion o inactivacion de genes. Todos estos factores pueden ocasionar un
decremento en la cantidad y calidad de los gametos producidos por el individuo. Debido
a lo anterior es importante seleccionar machos que de manera constante den altos
rendimientos de triploidia y supervivencia (Johnson et al., 2004; Comai, 2006; Otto,
2007; Hegarty & Hiscock, 2008).

Verificacion de la triploidia — tamafio de los eritrocitos

Un factor que puede afectar la supervivencia de larvas y juveniles triploides es el
mayor tamafo de los eritrocitos triploides, el cual produce una reduccion en el radio
area superficial-volumen disponible para el intercambio gaseoso, lo cual en ultima

instancia puede resultar en una menor capacidad aerébica a bajas concentraciones de
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oxigeno en triploides. En el presente trabajo, fue posible demostrar que los eritrocitos
de individuos triploides son significativamente mas grandes que los eritrocitos diploides,
permitiendo una clara separacion entre ambos niveles de ploidia. En consecuencia,
esto hace posible que los efectos negativos de la reduccion del area superficial en
triploides reduzcan su desempefo bajo situaciones sub-6ptimas. Sin embargo, ha sido
reportado que la lamela branquial de algunas especies de triploides presentan un
epitelio respiratorio mas delgado que los diploides permitiendo una mayor difusion, lo
cual puede ser una adaptacién potencial a la reduccion del area superficial para el
intercambio gaseoso. Adicionalmente, Saddler et al. (2000) mencionan que los
eritrocitos de los individuos triploides son mas grandes a lo largo (eje longitudinal) y a lo
ancho (eje transversal) comparados con los de individuos diploides, no obstante, no
tienen mas altura (profundidad), lo cual hace factible que la difusiébn de oxigeno a traves
de la superficie del eritrocito no se vea comprometida tanto en las branquias como en
los tejidos. Esto concuerda con lo mencionado por Cal et al. (2005), los cuales
mencionan que el incremento del tamafo celular no afecta de igual forma todos los ejes
celulares. El eje que mas se ve afectado es el eje longitudinal (eje mayor). Lo anterior
se pudo observar claramente en el presente trabajo, ya que el eje longitudinal fué el
gue mostro una separacion mas clara entre diploides y triploides, comparado con el eje
transversal (eje menor). Sin embargo, a pesar de que pueden existir estas diferencias
en la capacidad respiratoria, dificiimente se puede explicar en nuestro trabajo la baja
supervivencia observada de los triploides en el periodo larvario ya que el oxigeno
disuelto durante la crianza larvaria se mantuvo dentro del rango 4 a 6.5 mg/ml,

recomendados para larvas (Tucker, 1998).

Velocidad del desarrollo embrionario.

En los peces, la velocidad del desarrollo embrionario es especifica para cada
especie, no obstante, depende de la temperatura. El estudio de la velocidad del
desarrollo embrionario puede ser importante, ya que de acuerdo a Quillet et al. (1988),
estad depende de la tasa de divisibn mitética al igual que el crecimiento y por lo tanto
puede darnos una idea de los efectos de la triploidia, al menos parcialmente, en etapas

posteriores, principalmente durante la etapa juvenil. Pocos estudios han evaluado el
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desarrollo embrionario en diploides y triploides. Happe et al. (1988) observaron una
reduccion significativa en el tiempo de desarrollo embrionario después de aplicar un
shock caliente en la trucha arcoiris. A este respecto, Quillet et al. (1988) en la misma
especie reportan que conforme se incrementa el nivel de ploidia, la duracién del periodo
embrionario se hace mas corta. En contraste, Oliva-Teles & Kaushik (1990) utilizando
tres temperaturas no reportan diferencias en la misma especie en cuanto a la velocidad
del desarrollo embrionario (tiempo transcurrido hasta la eclosion) o bien la respuesta
metabdlica. En el presente trabajo se observo un retraso en la velocidad de desarrollo
embrionario después de aplicar un shock en frio, principalmente en las primeras etapas,
el cual de acuerdo a Quillet et al. (1988) podria explicar, al menos en parte el
crecimiento observado en los juveniles triploides. Por otro lado se ha comentado antes
gue varios factores pueden contribuir a los resultados observados; la adicion de un
tercer juego de cromosomas, la estructura genética de los triploides y el shock térmico
aplicado. La adicion de un tercer juego de cromosomas puede modificar la duracién del
desarrollo embrionario, ya que células mas grandes y con un mayor contenido de ADN
pueden disminuir la velocidad del ciclo mitético durante el desarrollo embrionario. Por el
contrario, de existir una compensacion en el numero de células en respuesta al mayor
tamafo celular puede resultar en una reduccion en el niumero de ciclos mitéticos
requeridos para completar la embriogénesis. La falta de balance entre estos dos
fendmenos opuestos puede provocar, ya sea una aceleracion o una disminucion de la
velocidad del desarrollo embrionario en triploides (Quillet et al., 1988; Mable, 2003; Otto,
2007).

La estructura genética de los triploides puede también modificar la tasa de
desarrollo. Una relacion positiva entre la heterocigocidad y la tasa de desarrollo ha sido
reportado (Quillet et al., 1988; Leary et al., 1985). Es decir, a mayor heterocigocidad,
mayor velocidad de desarrollo. Probablemente la velocidad de desarrollo observada en
triploides de cabrilla arenera podria estar relacionado con un bajo incremento de la
heterocigocidad, ya que ha sido reportado que la retencion del segundo cuerpo polar no
resulta en tanta heterocigocidad como la retencién del primer cuerpo polar. A este
respecto, Leary et al., (1985) mencionan en la trucha arcoiris que los diploides y

triploides no deberian presentar grandes diferencias en la velocidad de desarrollo. Lo
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anterior lo sugieren en base a observaciones indirectas de la heterocigocidad, medida
por la reduccion de la fluctuaciébn de la asimetria en caracteres meristicos, Se ha
sugerido que los triploides producidos por la retencién del segundo cuerpo polar
presentan menos heterocigocidad que aquellos producidos por la retencion del primer
cuerpo polar, ya que los ultimos provienen de la duplicacion de uno de los homdlogos.
Cabe mencionar que en el caso de los peces, los triploides pueden producirse
solamente por la retencién del segundo cuerpo polar, ya que el primero se expulsa
durante la meiosis I, la cual ocurre en el transcurso del desarrollo del oocito dentro de la
gonada.

El shock térmico también puede influenciar la cinética del desarrollo embrionario,
es probable que la aplicacion del shock caliente en la trucha arcoiris tenga un efecto
acelerador, ya que esta especie habita aguas frias y presenta un lento desarrollo
embrionario. En contraste, la cabrilla arenera es una especie de aguas tropicales con
una rapida embriogénesis, por lo tanto, el retraso observado puede ser consecuencia
simplemente de la intensidad del tratamiento y no una consecuencia de la triploidizacion
en si, ya que la diferencia observada es mas marcada durante las primeras etapas
después de la aplicacion del shock en frio y esta se reduce conforme se acerca la
eclosion, lo cual puede ser causado por el tiempo que le toma a la célula reiniciar los
procesos de division una vez aplicado el shock.

Po dltimo, el marcado retraso observado al momento de la eclosion en los
individuos triploides, probablemente obedece a uno de dos factores, las condiciones del
cultivo, en especial la temperatura o bien a un efecto de la triploidizacién durante la
etapa final del ciclo embrionario relacionada con la ruptura del huevo por parte del
embrién. Sin embargo no existe informacion disponible para sustentar estos
argumentos. Por el contrario, Happe et al., (1988) mencionan que la eclosion representa
un final muy arbitrario para el desarrollo embrionario y no constituye una etapa

fisiol6gica como tal.

Divisiones anormales durante el desarrollo embrionario en triploides.
Las divisiones mitéticas durante la embriogénesis temprana consisten en una

serie de pasos que incluyen la polarizacion de la célula, la alineacién del huso mitético
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con respecto al eje de polaridad de la célula, a través de la interaccion de micro-tubulos
(filamentos de proteina) con el cortex celular, y en el caso de la diferenciacién celular, la
distribucién diferencial de determinantes citoplasmaticos (proteinas especificas) en las
dos mitades de la célula (Voronina & Wessel, 2006). El porcentaje significativamente
mas alto de divisiones anormales observado en los grupos expuestos al shock
comparado con los grupos control, sugiere que la induccion a la triploidia afecta
negativamente los procesos iniciales en el desarrollo del embrién. De hecho, en los
grupos expuestos al shock se observaron tanto un porcentaje de supervivencia como
una proporciéon de larvas vivas mas baja comparado con los grupos control. La
presencia de divisiones anormales producto del tratamiento de induccion a la triploidia,
puede ser consecuencia de la adicion del tercer juego de cromosomas, la intensidad del
shock en frio o bien la interaccion de ambos factores. La intensidad del tratamiento de
induccion puede alterar la formacion de los micro-tubulos necesarios para el movimiento
de los cromosomas y/o perturbar la accion y distribucion de proteinas especificas en
cada una de las mitades de la célula (Downing & Allen, 1987; Voronina & Wessel,
2006). Adicionalmente, la adicién de un tercer juego de cromosomas puede alterar la
alineacion del huso mitético durante los estadios iniciales de la mitosis, cambiando con
esto la dinamica (crecimiento y reduccion) de los microtubulos durante la division celular
y en consecuencia modificar la distribucion de los cromosomas y del volumen
citoplasmatico entre las células hijas, produciendo potencialmente células con diferente
nivel de ploidia, incluyendo aneuploides, las cuales en ultima instancia podrian ser
responsables de la alta mortalidad observada a la eclosion, asi como del decremento en
el nimero de larvas vivas en los grupos expuestos al shock en frio observado en
nuestros experimentos.

La triploidia puede ser inducida a través de varios métodos, aparte del shock en
frio. A este respecto, ha sido sefialado que el shock de presién es probablemente el
método mas efectivo, tomando en cuenta las tasas de triploidia y supervivencia
obtenidas sin el uso de quimicos (Johnstone, 1985; Cassani & Caton, 1985). La presion
inhibe la division meidtica, disolviendo los microfilamentos del huso meiético y por lo
tanto separando los cromosomas de los microfilamentos de actina, lo cual detiene por

completo el movimiento de los cromosomas, sin afectar la citocinesis. En contraste, la
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temperatura (shock en frio) inhibe no solo la formacion de los microfilamentos de actina
del huso meidtico, sino también los microtubulos que conectan el huso al cortex celular,
afectando con esto no solo el movimiento de los cromosomas, sino también la division
citoplasmatica (Downing & Allen, 1987; Allen et al., 1989; Brydges & Benfey, 1991). El
efecto del shock en frio sobre la cariocinesis y la citocinesis puede ser responsable del
incremento de divisiones anormales observado de manera constante en nuestros
experimentos. Sin embargo no se ha estudiado el efecto de la presién sobre las
divisiones iniciales de la embriogénesis.

A pesar de que el shock de presién puede reducir las divisiones anormales y la
mortalidad durante el periodo embrionario, es dificil transferir su tecnologia a un nivel
comercial, debido a los costos y limitaciones de los equipos utilizados para la induccion
del mismo. Una de sus principales ventajas es que el total de los huevos expuestos al
tratamiento reciben una intensidad de tratamiento absolutamente uniforme (Benfey,
1991). Esto no es posible con el shock de temperatura, ya que las variaciones
presentes dentro de los recipientes utilizados pueden contribuir a la aparicion de
divisiones anormales, a las variaciones en los porcentajes de triploidia obtenidos y por
ultimo al descenso de la supervivencia durante el periodo embrionario.

En un estudio de triploidia en el bacalao Gadus morhua, Sultana (2005) no
encontré diferencias significativas en el porcentaje de divisiones anormales entre los
huevos expuestos a un shock en frio y los huevos del control. Sin embargo, el
porcentaje de divisiones anormales fue muy bajo tanto en el grupo expuesto al shock
como en el grupo control. Aunque, el porcentaje de eclosion fue muy bajo en ambos
grupos. Mientras que la intensidad del shock en frio puede provocar un incremento en la
mortalidad observada, sin embargo, Diaz et al. (1993) reportan que la diferencia entre la
temperatura del agua (pre-shock) y la temperatura del shock en frio puede ser mas
determinante que la temperatura del shock en si misma. Por lo que la diferencia
observada entre nuestro trabajo y el de Sultana puede deberse a este diferencial de
temperatura, el cual fue de solo 5 °C, mientras que en el presente estudio fue de
aproximadamente 14 °C. Esta gran diferencia entre la temperatura del pre-shock y la
temperatura del shock en frio puede ser responsable del alto porcentaje de divisiones

anormales observado en la cabrilla arenera.
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En el grupo control también fue posible observar la presencia de divisiones
anormales. Sin embargo, a pesar de observar porcentajes de divisiones anormales del
orden de 25%, el porcentaje de eclosion observado fue superior al 90%. En relacién a
esto, en los desoves en los cuales se separaron los huevos anormales de los huevos
normales tanto del grupo control como del grupo expuesto al shock, fue posible
observar una correlacién lineal negativa entre los huevos anormales y el porcentaje de
eclosiéon solamente para el grupo expuesto al shock. Estos resultados sugieren que una
proporcién de huevos anormales del grupo control pueden eclosionar y producir larvas
viables. En contraste, en los huevos normales del grupo expuesto al shock, esta
proporcion fue menor que en los huevos del grupo control, evidenciando con esto el
efecto negativo de la aplicacion del shock. Avery & Brown (2005) observaron en el
lenguado Limanda ferruginea que alrededor del 40% de los huevos con divisiones
anormales eclosionan de manera normal. Nuestros resultados para el grupo control
coinciden con lo reportado por Vallin & Nissling (1998) en el bacalao Gadus morhua, los
cuales mencionan que las anormalidades observadas durante las primeras divisiones
(4-32 células) pueden ser reparadas y por lo tanto no impiden un desarrollo normal del
embridn hasta la eclosion. Adicionalmente, se ha reportado que mecanismos de
reparacion o “checkpoints” se encuentran trabajando de manera constante durante las
divisiones mitéticas para reducir la aparicion de divisiones anormales y la mortalidad
embrionaria (Gerald, 2005).

Las diferencias observadas en la supervivencia entre los embriones del grupo
control y los del grupo expuesto al shock, pueden también ser explicadas por la
presencia de diferentes tipos de divisiones anormales. Rideout et al. (2004) separo
estas anormalidades durante el desarrollo embrionario en cuatro diferentes categorias y
la viabilidad fue diferente segun el tipo de anormalidades; los embriones que presentan
poca unién entre los blastdbmeros fueron los que arrojaron una supervivencia a la
eclosion mas baja que aquellas que presentaron solamente blastbmeros asimétricos.
En el presente estudio, no fue posible separar los embriones con divisiones anormales
en diferentes categorias debido a que las divisiones iniciales del desarrollo embrionario
ocurren rapidamente en la cabrilla arenera por lo que seria interesante en un futuro

trabajo considerarlo. Los patrones de division anormales han sido utilizados como un
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criterio de calidad en diferentes especies de peces marinos, ya que ha sido observada
una correlacion negativa entre la proporcion de divisiones anormales y la tasa de
eclosion (Kjarsvik et al., 2003; Rideout et al., 2004). Esto sugiere que la proporcion de
divisiones anormales puede ser utilizada para estimar el porcentaje de eclosién. Sin
embargo, la alta tasa de eclosion observada en los huevos del grupo control a pesar de
la alta proporcion de divisiones anormales indica que este criterio no es apropiado para
los individuos diploides de cabrilla arenera, solo para los triploides.

Supervivencia de triploides a la eclosion, 24 horas y durante el periodo larvario.

Numerosos estudios han reportado una baja supervivencia de individuos
triploides comparado con diploides durante las etapas iniciales de desarrollo. Esto es ha
observado principalmente en embriones y larvas hasta la primera alimentacion (Felip et
al., 2001; Tiwary et al., 2004; Maxime, 2008). De manera general, fue posible observar
en el presente trabajo una reduccion de la supervivencia obtenida en todos los
experimentos realizados tanto a la eclosion como a las 24 horas después y asi mismo
durante todo el periodo larvario, aunque esta disminucion fue significativa solo en
algunos experimentos debido a la variacion observada entre replicas. A este respecto,
ha sido propuesto que esta caida en la supervivencia, asi como la variacion observada
entre desoves puede ser resultado de un grado diferente de endogamia provocado por
la retencion del segundo cuerpo polar, la intensidad del tratamiento (Solar et al., 1984) o
bien una combinacion de ambas.

Sin embargo, el mecanismo a través del cual la retencion de un tercer juego de
cromosomas puede causar la reduccion observada en la supervivencia no es muy claro.
Al poseer mas heterocigocidad gendmica se espera que los triploides sean mas viables
gue los diploides. En teoria, los triploides deberian presentar mejores tasas de
supervivencia y de crecimiento (Leary et al., 1985). Esta hipétesis proviene del hecho
de que los individuos que poseen tres alelos en un locus (triploides = triple heterocigoto)
tienen una ventaja adaptativa sobre los individuos que poseen dos alelos. Es la misma
hipétesis que se hace cuando se comparan dos alelos heterocigotos con respecto a dos
homocigotos. Sin embargo, en el caso de los peces, determinar la heterocigocidad

especifica de un locus en un triploide es complicado ya que se tiene que determinar si
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dicho locus ha sido o no afectado por recombinacién durante la meiosis del huevo a
partir del cual se desarrollo (Piferrer et al., 2009). Sin embargo, lo anterior es posible
utilizando la técnica de marcadores moleculares, en especial, loci microsatelites los
cuales presentan un alto polimorfismo que permite identificar genotipos recombinantes
(Hernandez-Ibarra, 2010).

En cuanto a la intensidad del tratamiento, ha sido reportado que en respuesta al
estrés generado por la aplicacion del shock, las células activan proteinas cuya funcion
principal es disminuir el estrés celular. Cualquier disminucién de la temperatura produce
en el citoesqueleto de la membrana, en las proteinas intracelulares y los &cidos
nucleicos un efecto opuesto a la hipertermia (aumento de temperatura), es decir, se
produce un decremento de la fluidez de la membrana, lo cual puede afectar la forma
celular, el transporte trans-membranal y la sintesis de ARN/ADN (Maxime, 2008). A
pesar del efecto dafino del shock térmico, Chernenko (1986) y Holmerfjord & Refstie
(1997), reportan que para que el shock sea efectivo, la temperatura de éste (en el caso
de shock térmico) debe estar cercana a los niveles sub-letales de cada especie en
particular. En mamiferos, se ha observado que la estructura y propiedades fisicas de las
macromoléculas (lipidos de la membrana y proteinas), asi como los procesos
fisiologicos relacionados con la membrana, son afectados significativamente por
cualquier cambio drastico en la temperatura. En contraste, Maxime (2008) menciona
gue parece improbable que las temperaturas manejadas durante la induccién a la
triploidia sean lo suficientemente intensas para alterar el desarrollo durante la
embriogénesis y el inicio del periodo larvario.

En el presente trabajo, este decremento de la supervivencia no solo se observé
en las etapas tempranas después de la eclosion, ya que durante todo el periodo larvario
fue posible observar un decremento significativo de los porcentajes de triploidia, lo cual
indicé de manera indirecta una mortalidad mas alta de larvas triploides. Piferrer et al.
(2009) sugieren que si el tratamiento de induccion a la triploidia no es 100% efectivo,
las cohortes de triploides contendran muchos individuos diploides que no respondieron
al shock. Estos “diploides expuestos al shock” pueden servir como controles para
conocer el efecto de la intensidad del shock, ya que si éstos presentan una

supervivencia igual a los triploides durante el periodo larvario, entonces la mortalidad
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observada es consecuencia de la intensidad del shock. En contraste, si los diploides
expuestos al shock, presentan una mejor supervivencia que los triploides, entonces esa
mortalidad diferencial se debe a la triploidizacion. A este respecto, Cherfas et al. (1994)
mencionan, que los diploides expuestos al shock y los triploides presentan una
supervivencia similar durante la primera parte del periodo larvario. Sin embargo, en
nuestros experimentos, los resultados obtenidos indican que la supervivencia de las
larvas triploides fue mucho menor que la de los diploides expuestos al shock, lo cual
sugiere que el descenso en la supervivencia observado en larvas triploides es
consecuencia principalmente de la adicion de un tercer juego de cromosomas.
Adicionalmente, una mortalidad mas alta de individuos triploides comparado a los
controles diploides, han sido reportadas en larvas del salmon del Atlantico (Galbreath et
al., 1994), la carpa comun (Cherfas et al., 1994) y la trucha arcoiris (Thorgaard et al.,
1982).

En algunas especies se ha observado una conducta anormal en larvas triploides
(Piferrer et al., 2009). En la trucha arcoiris fue posible observar un nado y una conducta
alimenticia inusual (Solar et al., 1984). El nado inusual puede provenir de un desgaste o
malformacion de las aletas en peces triploides. Adicionalmente, se ha observado una
conducta menos agresiva por parte de las larvas triploides, que en algunos casos se
atribuye a los bajos niveles de cortisol presentes en la sangre. Esta conducta menos
agresiva, puede incluir en algunos casos, el que las larvas triploides simplemente se
observen en un estado decaido (postrado) en el fondo del tanque (Galbreath et al.,
1994; Piferrer et al., 2009). Aunque en el presente trabajo no se analiz6 la conducta de
las larvas durante el cultivo, fue posible observar en algunos de los tanques triploides,
un gran namero de larvas en el fondo del tanque durante periodos de tiempo
intermitentes. Esto podria implicar una reduccioén en la cantidad de alimento ingerido y
por lo tanto un decremento en su capacidad de competencia con respecto a las larvas
diploides ES.

Por ultimo, el seguimiento de los porcentajes de triploidia en etapas tempranas
fue motivado por los resultados obtenidos en los experimentos de seguimiento del
crecimiento los cuales a pesar de presentar 90% de triploidia a la eclosion presentaron

un porcentaje final de 17% después de 10 meses de cultivo. La mortalidad diferencial
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entre triploides y diploides expuestos al shock se presento en todos los desoves
obtenidos tanto individuales como mixtos. Nuestros resultados sugieren que la
mortalidad mas alta se presenta en la etapa larvaria, pues en la etapa juvenil, la
mortalidad fue baja y ocasionada principalmente por juveniles que saltaron fuera del
tanque. Observaciones similares han sido reportadas por Utter et al. (1983) en el
salmén plateado Oncorhynchus kisutch, en el cual una de las dos familias originalmente
compuesta de un 85% de triploides en la etapa de pigmentacion de los ojos, paso a
estar compuesta por solo un 19% de triploides a los 17 meses de cultivo. Por ultimo,
una mortalidad mas alta de individuos triploides comparado a los controles diploides,
han sido reportadas en larvas del salmén del Atlantico (Galbreath et al., 1994), la carpa
comun (Cherfas et al., 1994) y la trucha arcoiris (Thorgaard et al., 1982).
Crecimiento de larvas y juveniles triploides

El crecimiento de triploides comparado con el de diploides, especialmente en
peces, ha generado cierta confusion. En teoria, los triploides podrian crecer mas rapido
gue los diploides por tres razones principales; el efecto de gigantismo en las células
triploides (Piferrer et al., 2009), el incremento de la heterocigocidad gendmica (Leary et
al., 1985; Piferrer et al., 2009) y el desvio de energia proveniente del desarrollo gonadal
hacia el crecimiento somatico (Felip et al., 2001; Piferrer et al., 2001; Piferrer el al.,
2009). Los dos primeros efectos, de presentarse, deberian operar durante todo el ciclo
de vida de los triploides, mientras que el tercer efecto estaria restringido a la etapa
adulta. En algunos estudios, cuando diploides y triploides son cultivados de manera
comunal debido a protocolos de induccidon que no son 100% efectivos o por la facilidad
del manejo, los individuos triploides frecuentemente muestran una menor tasa de
crecimiento que los diploides, aunque en algunos casos esto también se presenta al ser
cultivados por separado (Cassani & Caton, 1985; Galbreath et al., 1994). Estos
resultados, sin embargo, varian mucho dentro de una misma especie, dependiendo de
las condiciones experimentales. En el presente experimento durante el periodo larvario,
debido a que no fue posible obtener un porcentaje del 100% de triploidia, se conté con
tres tipos de larvas, diploides del control, diploides ES vy triploides. El crecimiento de los
triploides mostré ser mayor que el de los diploides del control. Sin embargo, el mayor

crecimiento se observd, de manera general, en las larvas diploides ES. Estos resultados
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concuerdan con lo reportado en varias especies, incluyendo la carpa herbivora (Cassani
& Caton, 1985), la carpa comun (Cherfas et al., 1994) y la trucha arcoiris (Thorgaard et
al., 1982), donde los diploides expuestos al shock crecen mas rapido que los triploides.
Adicionalmente, de acuerdo a lo reportado por Galbreath et al. (1994), la menor
agresividad por parte de los individuos triploides a la hora de alimentarse puede ser
responsable de las diferencias observadas en el crecimiento dentro de los tanques.

En lo que respecta a la etapa juvenil, ha sido reportado que durante la etapa
juvenil los peces triploides crecen a tasas similares o menores que los juveniles
diploides, especialmente cuando se cultivan comunalmente. Lo anterior sugiere que los
triploides no poseen una ventaja intrinseca en la tasa de crecimiento comparado con
diploides antes de la primera madurez (Piferrer et al., 2009). En este caso al igual que
en el periodo larvario, se conto con tres tipos de juveniles, diploides, diploides ES y
triploides, y nuestros resultados durante esta etapa mostraron la misma tendencia que
para el cultivo larval, con los diploides ES, mostrando los valores mas altos de peso y
longitud patron, seguido de los juveniles triploides. Sin embargo, en este caso se
observé una gran variabilidad de tamafio en estos ultimos. La competencia entre
diploides y triploides parece una de las hipdtesis mas probable a considerar, ya que
estd parece estar relacionada con las condiciones de cultivo, debido a que la
concentracion de alimento y los rangos de los parametros ambientales determinan el
mayor o menor desempefio de los individuos, en este caso triploides (Galbreath et al.,
1994; Piferrer et al., 2009). La reduccion observada en el nimero de triploides, hace
mas dificil identificar los factores involucrados en el crecimiento obtenido, no obstante,
es posible observar que solo los triploides mejor adaptados sobreviven hasta este
periodo, ya que, a menor porcentaje de triploidia obtenido (por réplica) se observé el
mayor peso y longitud en promedio en los triploides encontrados.

Por ultimo, ha sido reportado que los triploides tienden a redirigir la energia
originalmente destinada hacia la reproduccion hacia depdésitos de grasa en la zona
visceral, mas que hacia la produccion de tejido muscular (Tiwary et al., 2004; Maxime,
2008). Aunque en este trabajo no se evaluo la cantidad de grasa visceral, fue posible
observar la existencia de estos depdsitos en los peces colectados, especialmente

aquellos de mayor tamano.
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Madurez gonadica en individuos triploides.

De manera general, se reporta que las hembras y machos triploides son
funcionalmente estériles, ya que durante la meiosis | se presentan fallas en la sinapsis
de los tres cromosomas homologos (Cassani & Caton, 1985; Arai & Wilkins, 1987;
Aldridge et al., 1990; Benfey, 2001, Piferrer et al., 2009). Esta formacién de trivalentes,
no permite, especialmente en las hembras triploides, un desarrollo significativo,
permaneciendo en la mayoria de los casos en un estadio primario, caracterizado
principalmente por oogonias, oocitos en estadio perinucleolar y en algunos casos en las
primeras etapas de la vitelogénesis (Benfey & Donaldson, 1988; Felip et al., 1999;
Tiwary et al., 2004; Cal et al., 2006; Comai, 2006) lo cual se refleja en la presencia de
pequefias gonadas asociadas con indices gonadosomaticos bajos. Lo anterior
concuerda con lo observado en la cabrilla arenera, ya que las hembras triploides
mostraron mayormente oogonias y oocitos perinucleolares, con algunos oocitos en
alvéolo cortical, lo cual corresponde a un estadio de desarrollo primario. También
presentaron indices gonadosomaticos mas bajos que los de los diploides. En contraste,
las hembras diploides mostraron principalmente oocitos en diferentes estadios de
vitelogénesis hasta vitelogénesis avanzada e hidratacion. El impacto de la triploidia en
el desarrollo gonadal de las hembras se encuentra bien reportado en varias especies,
incluidas el bagre de rio (Wolters et al., 1982), la trucha arcoiris (Lincoln & Scott, 1984),
la lubina (Felip et al., 1999) y el bagre de la India (Tiwary et al., 2000).

En los machos, a diferencia de las hembras, la meiosis ocurre al inicio de la
pubertad, después de que las espermatogonias han llevado a cabo varios ciclos de
divisién por mitosis. Aunque la meiosis al igual que en las hembras, se ve afectada por
la formacion de trivalentes, las gbnadas de los machos pueden desarrollarse a niveles
comparables a los de los diploides. Histologicamente, la espermatogénesis en machos
triploides, puede exhibir la multiplicacibn de espermatogonias y la division de
espermatocitos secundarios principalmente, pero con una consecuente reduccion en el
IGS (Felip et al., 2001; Piferrer et al., 2009). En lo que respecta a nuestro trabajo, el
grado de de desarrollo gonadico reportado concuerda con lo observado en los machos

triploides de cabrilla arenera donde se observo una interrupcién total del desarrollo
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gonadal a la etapa de espermatocito secundario caracterizada por la ausencia de
espermatidas y o bien espermatozoides en los machos analizados. A este respecto, la
esterilidad funcional, es decir la falta de produccion de esperma, ha sido reportada en
triploides de varias especies, incluyendo; la lubina (Felip et al., 2001), la dorada (Haffray
et al., 2005) y el rodaballo (Cal et al., 2006)

Los machos triploides en algunas ocasiones presentan un desarrollo de los
testiculos similar al de individuos diploides, lo cual resulta en gonadas grandes con
células esteroidogénicas totalmente activas y por lo tanto con niveles hormonales
similares a los diploides (Benfey, 1999; Piferrer et al., 2009). Sin embargo, en algunas
especies, como la trucha arcoiris, es posible observar la produccion de gametos
aneuploides (Benfey & Donaldson, 1988; Felip et al., 1999). En contraste, en nuestro
caso, fue posible observar una reduccion significativa del peso de la gébnada comparado
con el de diploides y por ende del indice gonadosomatico, lo cual sugiere en la cabrilla
arenera una baja produccion hormonal, principalmente de la hormona gonadotropina
(por una baja retroalimentacion positiva) y del esteroide sexual 11-ketotestosterona, los
cuales son los principales responsables del desarrollo gonadal en individuos diploides.

Adicionalmente, en el presente trabajo fue posible observar en los triploides una
proporcion de sexos diferente a la observada en los diploides. El grupo triploide
presentd casi ocho machos por cada hembra, mientras que el grupo diploide presento
casi 3 hembras por cada macho. Estos cambios en la proporcion de sexos han sido
reportados previamente en varias especies y han sido atribuidos a factores epistaticos,
es decir a la alteracion de la interaccidon entre genes situados en diferentes loci 0 bien
a los efectos producidos por el juego extra de cromosomas, el cual puede alterar la
proporcion de cromosomas sexuales a autosomas requerida para la determinacion del
sexo (Devlin & Nagahama, 2002; Futuyma, 2005; Ryan, 2006; Piferrer et al., 2009). La
alta proporcién de machos observada puede sugerir que la cabrilla arenera posee un
sistema de determinacién del sexo basado en un macho homogameético (ZZ macho, ZW
hembra) (Omoto et al., 2005; Piferrer et al., 2009), es decir, al triploidizar a la poblacion,
la proporcién observada de carga cromosomica seria, WWZ = hembras y ZZZ =
machos en una proporcion del 50% cada uno. La mayor proporcion de machos puede

ser explicada si WWZ no es completamente viable. En este caso es posible que esta

82



condicién cause un incremento de la mortalidad embrionaria o bien que ambos
cromosomas sean responsable por la seleccion del género. Lo anterior ha sido sugerido
para el caso de las aves, donde nunca ha sido posible observar un ave con una carga
cromosOmica WWZ (Smith et al. 2007).

Sin embargo debido a que no todos los juveniles fueron cultivados en un mismo
tanque, bajo las mismas condiciones, es posible que otros factores sean al menos
parcialmente responsables del cambio en la proporcién de sexos observada, ya que la
interaccion entre el genotipo y el ambiente puede afectar la determinacién del sexo. La
temperatura del agua durante las etapas iniciales, incluyendo el periodo larvario, puede
afectar el aumento o disminucién de uno de los dos sexos (Ocampo, 2002; Haffray et
al., 2005). Diferencias de temperatura de incubacién y aun mas entre tanques durante
el periodo larvario contribuyan a las variaciones observadas en la proporcion de sexos
entre niveles de ploidia. A este respecto, Sanchez (2006) determino que a una talla de
11.6 mm (durante el periodo larvario) es donde se da la primera diferenciacion de las
células germinales, las cuales comienzan su desarrollo a partir de este momento. Este
mismo autor sefiala que la diferenciacion de las células germinales esta relacionada
mas que con la edad, con la talla del individuo. Lo anterior hace factible que variaciones
de temperatura entre tanques atrasen o aceleren esta diferenciacion debido a un
crecimiento diferencial y puedan afectar con esto la aparicion de uno u otro sexo.
Adicionalmente, al igual que existen especies donde uno de los dos sexos es mas
favorable para el cultivo, debido a su crecimiento mas rapido, es posible que en los
individuos triploides, uno de los dos sexos presente una mayor mortalidad en respuesta
a las condiciones de cultivo.

Debido a que no todos los individuos diploides y triploides analizados se
mantuvieron bajo un mismo tanque, las variables fisico-quimicas (ya mencionadas) y
también muy importante, las interacciones entre sexos en los sistemas sociales pueden
haber presentado variaciones de un tanque a otro, lo cual pudo contribuir a la
proporcién sexual observada en los diploides. Este Ultimo factor solo aplicaria a
individuos diploides, especialmente en el caso de la cabrilla arenera, debido al
hermafroditismo protoginico que presenta como modalidad reproductiva en la bahia de

La Paz. En contraste, en el caso de los triploides, ha sido reportado que estos no
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cambian de sexo debido al papel que juegan las hormonas sexuales en este proceso,
las cuales permanecen en niveles muy bajos en individuos triploides. A este respecto,
Haffray et al. (2005) reportan en la dorada Sparus aurata, una especie protandrica que
el 70% de la poblacién inicial de machos diploides presento cambio de sexo para
convertirse en hembras funcionales, mientras que la poblacion de machos triploides
permanecio sin cambio alguno.

En conclusion, aunque es posible que los factores anteriormente expuestos
pudieran tener un efecto en la proporcion de sexos, estos dependen de
concentraciones de hormonas, principalmente hormonas sexuales, las cuales de
acuerdo a lo reportado por otros autores, se mantiene en niveles bajos en individuos
triploides. Entonces tomando en cuenta el poco desarrollo gonadico en triploides de
cabrilla arenera, se puede suponer que las concentraciones de hormonas sexuales
también se mantuvieron en niveles bajos y por lo tanto es mas factible los machos
obtenidos fueran machos primarios, es decir que la proporcion de machos se determine
por factores genéticos asociados a cromosomas sexuales.

El desemperio de los individuos triploides en la cabrilla arenera requiere de mas
estudios durante las etapas tempranas del desarrollo, en especial, durante el periodo
larvario, el cual de acuerdo a nuestras observaciones, es uno de los periodos mas
criticos para la supervivencia y crecimiento de individuos triploides. Para poder
determinar si la triploidia es adecuada para la cabrilla arenera, es necesario mejorar el
protocolo de induccién a la triploidia y reducir las variaciones en el porcentaje de
triploidia y supervivencia obtenidos, y de esta manera obtener porcentajes del 100%
gue permitan evaluar el desempefio de larvas y juveniles triploides cuando son
cultivados bajo optimas condiciones. Asimismo, los triploides representan una
oportunidad para estudiar aspectos como el efecto de las divisiones anormales en la
supervivencia a la eclosion, la determinacion y diferenciacion del sexo en una especie

protoginica.
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Conclusion.

En general, la importancia que puede tener una técnica de manipulacion
cromosomica adentro de un paquete tecnoldgico de cultivo se mide por las ventajas que
conlleva en el peso ganado por unidad de tiempo o bien una mejor supervivencia
después de cierta edad, especialmente después de la maduracién gonadica debido
principalmente a la reducida madurez gonadica que muestran en particular los
individuos triploides. Entonces, tomando en cuenta esta premisa se puede concluir a la
luz de los resultados obtenidos que la induccién a la triploidia en la cabrilla arenera, no
ha traido ventajas marcadas, ya que a pesar de presentar una madurez gonadica
menos avanzada que en los diploides, no se observd un mayor crecimiento y/o
supervivencia. En términos generales, la cabrilla arenera se puede clasificar como una
especie que sigue el patron generalmente encontrado en la literatura para los periodos
juvenil y adulto, con un crecimiento que es en el mejor de los casos igual al de los
individuos diploides y con una madurez gonadica que se interrumpe en las etapas
reportadas para machos y hembras.

Ademas, se han presentado efectos negativos de la triploidia en etapas
tempranas del desarrollo y en el periodo larvario entre otras la aparicion de un mayor
numero de divisiones anormales en los embriones relacionado con un bajo porcentaje
de eclosion como una fuerte reduccion de los porcentajes de triploidia durante el
periodo larvario, consecuencia de una mortalidad mas alta de larvas triploides. Existen
pocos reportes de estas uUltimas observaciones en la literatura y no se pudo llegar en
nuestro estudio a identificar las causas por lo que resulta sumamente interesante seguir
estudiando el desarrollo embrionario en triploides, identificando los diferentes tipos de
anormalidades en las divisiones y su relacion con el desarrollo del embrién, ya que
puede aportar informacion para entender las razones detras del fracaso en la
produccion de triploides y su uso en la acuacultura.

El proceso de induccion a la triploidia no pudo ser mejorado, ya que el
tratamiento reportado como exitoso por Alcantar-Vazquez et al. (2008) continuo siendo
el mas adecuado para obtener altos porcentajes de triploidia con una supervivencia
moderada. Al aumentar el tiempo de contacto de los huevos con el esperma se

incrementa en efecto la supervivencia, sin embargo el porcentaje de triploidia se reduce
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significativamente. Lo cual indica que la ventana para una Optima induccion a la
triploidia en la cabrilla arenera es muy estrecha. A este respecto y tomando en cuenta la
variacién observada en los porcentajes de triploidia provenientes de hembras y machos
silvestres, podemos concluir que la mejor manera de incrementar el nUmero de larvas
triploides obtenidas es a través de la induccion hormonal de una mayor namero de
hembras o bien mediante el mantenimiento de un stock de reproductores que
consistentemente respondan favorablemente a la induccion tanto hormonal como a la
triploidia.

En la etapa adulta la aportacién principal del trabajo se encuentra en la
proporcién de sexos observada en individuos triploides, que nos permite inferir con
respecto al sistema de determinacion del sexo en la cabrilla arenera, un hermafrodita
protoginico, asi como la posibilidad de trabajar con una poblacion constituida casi en su
totalidad por un solo sexo.

Los resultados obtenidos, como se menciond no permiten recomendar
ampliamente la triploidia para mejorar el crecimiento de la cabrilla arenera durante su
cultivo, pero diferentes aspectos pueden seguir estudiandose dentro de un contexto que

incluye conocimiento basico de la biologia de peces.
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Anexo 1.

Tabla 1. Tercer factorial. Porcentajes de supervivencia de las larvas expuestas al shock (ST) y
supervivencia de las larvas del grupo control (SC) (Promedio £ E. Std).

ST SC
Macho 1 56.2 + 2.1 68.9+2.1
Hembra 1 Macho 2 49.6 + 3.4° 61.4+4.0
Macho 3 60.4 + 1.9° 69.3+4.1
Macho 1 59.9 + 2.6% 60.8 £6.2
Hembra 2 Macho 2 53.1+1.0% 59.3+6.0
Macho 3 58.9 + 4.8% 67.4+3.1
Macho 1 54.1 + 3.1% 58.9+2.0
Hembra 3 Macho 2 48.3 +3.9% 59.8 + 3.5
Macho 3 61.3+3.1% 619+21
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