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RESUMEN

La produccion de mariscos y crustaceos a través de la acuicultura juega un papel
importante, asi que este trabajo tiene como objetivo evaluar el método para determinar
la ploidia de las poblaciones de las ostras Crassostrea gigas, ademas de habilitar
nuevas aplicaciones para Varioskan Lux, el dispositivo es multifuncional y puede
usarse para identificar triploides en moluscos bivalvos (Crassostreas gigas) por
fluorescencia con colorantes DAPI no destructivos para el material genético
metodologia los reproductores para este estudio ostras de unos 4 cm de tamafio de
las aguas de San Pedro son seleccionadas visualmente y transportadas al laboratorio
de CENAIM-ESPOL, San Pedro, Santa Elena que una vez se sacan las ostras del mar
se les lleva al laboratorio y alli se les restriega y se lava las ostras meticulosamente
para retirar la epifauna (incrustaciones) y sedimentos adheridos en cuanto resultados
las mediciones usando citometria de flujo mostraron claramente que la distribucion de
frecuencia de los nucleos celulares tefiidos con DAPI podria estimar la triploidia y
diploida en las ostras crassostreas gigas. Se concluye que el equipo varioskan-lux
mide la cantidad de nucleos celulares, intensidad de fluorescencia de 200 nm en los
diploides alrededor de 300 nm en los triploides se puede demostrar en muestras que
contienen cantidades un 25 % mas altas de ADN que los triploides que los diploides,
ademas el material genético de los triploides y diploides de las muestras de las

crossostreas gigas y cuanto tenia de porcentaje mas en los cromosomas.

Palabras Clave: acuicultura, ploidia, ostras Crassostrea gigas, varioskan


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-nucleus

ABSTRACT

The production of shellfish and crustaceans through aquaculture plays an important
role, so this work aims to evaluate the method to determine the ploidy of the populations
of Crassostrea gigas oysters, also to give a new application to the Varioskan Lux this
equipment has several functions, to use it to identify the triploidy in bivalve mollusks
(Crassostreas gigas) through fluorescence by means of a DAPI dye that does not
damage the genetic material methodology reproducers for this study oysters of about
4 cm in size from the waters of San Pedro are visually selected and transported to the
laboratory of CENAIM-ESPOL, San Pedro, Santa Elena. Once the oysters are removed
from the sea they are taken to the laboratory and there the oysters are scrubbed and
washed meticulously to remove the epifauna (fouling) and adhered sediments as
results the measurements using flow cytometry clearly showed that the frequency
distribution of the cell nuclei stained with DAPI could estimate the triploidy and diploidy
in crassostreas gigas oysters. It is concluded that the varioskan-lux equipment
measures the amount of cell nuclei, fluorescence intensity of 200 nm in diploids around
300 nm in triploids can be demonstrated in samples containing 25 % higher amounts
of DNA than triploids than diploids, furthermore the genetic material of triploids and
diploids of crossostreas gigas samples and how much had of percentage more in
chromosomes.

Keywords: aquaculture, ploidy, Crassostrea gigas oysters, variouskan



ABREVIATURAS

ESPOL Escuela Superior Politécnica del Litoral
CENAIM  Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas

ADN Acido desoxirribonucleico



SIMBOLOGIA

Cm Centimetro

Nm Nandémetro
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

“La acuicultura en América Latina ha experimentado un crecimiento constante en los
ultimos 20 afios, sobre todo en camarones en Ecuador y México y salmones y mejillones
en Chile” (Lovatelli & Lovatelli, 2008). De acorde a los estudios e investigaciones
realizadas por el FAO nos indica que en 2005 se produjeron en la regién unas 130 000
toneladas de moluscos, lo que nos ensefia el incremento de interés de los pescadores
industriales por la acuicultura de bivalvos, de gran importancia comercial (Lovatelli &
Lovatelli, 2008). Una de las ventajas del fitoplancton es que se filtra y consume de forma
natural, lo que significa que la inversidn necesaria para la acuicultura a gran escala es
menor que para la piscicultura y la conquilicultura, y el impacto medioambiental es menor
(Lovatelli & Lovatelli, 2008). Una de las ventajas del fitoplancton es que se filtra y
consume de forma natural, lo que significa que la inversidn necesaria para la acuicultura
a gran escala es menor que para la piscicultura y la conquilicultura, y el impacto
medioambiental es menor (Lovatelli et al., 2008).

La produccién mundial de marisco (recoleccion mas acuicultura) ha ido en
aumento de una manera considerable en los pasados 50 afios, yendo en 1950 de un
aproximado a 1 millon de toneladas hasta 13,6 millones de toneladas en 2005 (Lovatelli
et al., 2008). La produccion acuicola mundial de bivalvos crecié de mas de 3,3 millones
de toneladas en 1990 a casi 12 millones de toneladas en 2005, con una tasa del
incremento en el promedio del 8,9 por ciento anual durante este periodo. En 2005, se
cultivé el 87,3 por ciento de la produccion total de bivalvos en el mundo (Lovatelli et al.,

2008).



“Los primeros estudios sobre triploides en moluscos se remontan a 1979, cuando
John G. Stanley, Stan Allen y H. Hidu evaluaron la induccién de triploides en la ostra
americana Crassostrea virginica” (Stanley, 1981). Con el apoyo de la NSF, entre 1983 y
1986 se llevaron a cabo en la Universidad de Washington investigaciones sobre la
biologia y la produccién de ostras triploides en colaboracién con Coast Oyster Company
y Wescott Bay Sea Farms, lo que permitié6 ampliar con éxito la produccion de ostras
triploides hasta niveles comerciales (Maldonado-Amparo et al., 2016).

“La induccion de ploidia ya es una realidad en moluscos, especialmente en
triploides” (Allen y Downing, 1986). “Los mejillones triploides tienen un mejor crecimiento
o calidad de carne que los diploides” (Allen y Downing, 1986). “Esto se debe
principalmente a que el estado triploide es parcial o completamente asexual, por lo que
la energia disponible para la formacion y maduracion del gametofito esta disponible para
su crecimiento” (Allen y Downing, 1986).

En este estudio, encontramos que el objetivo principal del proyecto era evaluar un

método para determinar la densidad de poblacion de las ostras Crassostrea gigas.

1.1 Descripcion del problema

Darle un nuevo uso al Varioskan Lux ya que cuenta con caracteristicas como
intensidad de fluorescencia (Fl), fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF), absorbancia
(Abs) y luminiscencia puede ofrecer nuevas aplicaciones para la identificacion de
triploides bivalentes por fluorescencia con colorantes DAPI que no dafian el ADN de la

muestra.

Con el fin de normalizar el método de identificacion de diploides bivalvos por

fluorescencia (varioskan) utilizando colorantes que no afecten al ADN de la muestra.



1.2 Justificacion del problema

Otro método para poder sacar la triploidia de los moluscos mas especifico de las
ostras crassostreas gigas. Para dar a Varioskan Lux una nueva aplicacion, dado que
este dispositivo tiene varias funciones como intensidad de fluorescencia (Fl),
fluorescencia resuelta en el tiempo (TRF), absorbancia (Abs) y luminiscencia, podemos
utilizarlo para identificar la triploidia en moluscos bivalvos (Crassostreas gigas) mediante
fluorescencia con un colorante DAPI que no dafia el material genético de las muestras.

Para confirmar la ploidia se utilizaron diversos métodos (por ejemplo, citometria de
flujo, cariotipado y analisis granulométrico). La citometria de flujo, en la que el nivel de
ploidia y el contenido de ADN de las células se comparan con un control conocido, ha
sido el método directo preferido para verificar la triploidia en las ostras, ya que se pueden
analizar cientos de muestras simultdneamente y determinar el porcentaje relativo de
induccion de triploidia ( Harrell et al., 1995). Sin embargo, este método sélo proporciona
una estimacion aproximada del grado de duplicacion, y la medicion de la cantidad de

ADN en una célula no sdlo es lenta, sino también cara y laboriosa.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar el método para determinar la ploidia de las poblaciones de las ostras
Crassostrea gigas
Objetivos Especificos:

e Establecer criterios y estdndares para medir la productividad del método para

inducir a la triploide en las ostras Crasssostrea gigas.

e Estimar la cantidad relativa de ADN en la muestra de triploidia y diploide mediante

citometria de flujo por medio del equipo de varioskan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093491/#b15-ajas-26-7-916-3

e Comparar el material genético de las muestras de ostras Cassostrea gigas para

conocer el porcentaje de triploides y diploides.

1.4 Marco teérico
Segun Hidalgo Villacres y Vallejo Saavedra, (2018), indica que:
“La acuicultura de moluscos en Ecuador comenzd en 1990 con la creacién del
Centro Nacional de Acuicultura e Investigacion Marina (CENAIM), cuyo principal
objetivo es promover la produccion sostenible de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) y la diversificacion de la acuicultura de moluscos y peces marinos”.
En continuacién con lo ya estipulado Hidalgo Villacres y Vallejo Saavedra, (2018),
también nos dicen que:
“La primera especie de molusco con la que se trabajé en Ecuador fue la ostra del
Pacifico (Crassostrea gigas), importada de Chile, la tecnologia de cria de moluscos
se desarrollé para su uso tanto en el mar como en las granjas de camarones
(Litopenaeus vannamei)”.
“La ostricultura en alta mar se llevo a cabo frente a CENAIM, a unas 3 millas de la
costa y a 15 metros de profundidad, el sistema de cria se llevo a cabo con palangres

profundos y redes de cuentas” (Hidalgo Villacres & Vallejo Saavedra, 2018).

Los avances en la tecnologia de cultivo y la biotecnologia contribuyeron a este
crecimiento en las ultimas décadas (Melo,2017). La investigacion biotecnoldgica, asi
como la manipulacién de cromosomas (poliploidia) ha mostrado potencial para mejorar
la produccién acuicola, en partir de moluscos bivalvos (Melo 2017).

Un individuo triploide tiene tres juegos homélogos de cromosomas en las células

corporales, en la mayoria de los peces y moluscos, la diploidia es el estado normal, es



decir, la presencia de dos juegos de cromosomas en cada célula corporal (Barreto
Hernandez,2016).

La induccion de triploidia en mariscos tiene como finalidad obtener un crecimiento
mas rapido y esterilidad de los animales criados, mediante la reubicacion de energia de
la reproduccién al crecimiento (Piferrer, 2009). Estas caracteristicas econGmicamente
beneficiosas han llevado a que la triploidia se utilice en una amplia gama de moluscos
cultivados, incluida la ostra del Pacifico, en la que los triploides representan el 30% de la

produccion mundial (Dunham, 2011).

Segun Beaumont y Fairbrother, (1991), indica que:
“‘Dadas las caracteristicas de la meiosis en estos organismos, los tratamientos
pueden realizarse durante la meiosis | (MI) o la meiosis Il (MIl) para bloquear la
formacion del primer (MI) o segundo cuerpo polar (MIl). Todos estos métodos
pretenden evitar la divisidn citoplasmatica, que provocaria una reduccion del
namero de cromosomas”.
En continuacién con lo ya estipulado Beaumont y Fairbrother, (1991), también nos
dicen que:
“El resultado de la inhibicion de la divisidn citoplasmatica es un ovocito cuyo
prondcleo femenino es diploide, y la posterior "singamia” (fusién de los prondcleos
femenino y masculino) con un pronucleo masculino haploide permite la formacién
de un cigoto triploide”.
“Para poder analizar la triploida tenemos varios métodos como es la citometria de flujo
es una técnica sensible que permite hacer un analisis multiparamétrico y analizar
cualitativamente y cuantitativamente” (Grasso, 2013). Esta técnica, que se desarrollé en
la investigacion biomédica para medir el volumen de ADN en las células, también se

utiliza para evaluar el contenido de ADN de las células, que primero deben tefiirse con



DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol), que ilumina el ADN cuando lo atraviesa un rayo laser
(Puente Carredn,2004). Los resultados obtenidos con esta técnica se registran
determinando diferentes picos a diferentes intensidades relativas de fluorescencia
(Puente Carre6n,2004). El contenido medio de ADN de las células triploides es

aproximadamente 1,5 veces superior al de las diploides (Puente Carredn,2004).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

Los reproductores para este estudio se obtuvieron de las lineas de mar de San Pedro se
seleccionaron visualmente ostras de tamafio aproximadamente de 4 cm y se

transportaron al laboratorio de molusco de CENAIM-ESPOL, San Pedro, Santa Elena.

Una vez se sacan las ostras del mar se les lleva al laboratorio de moluscos y alli se les
restriega y se lava las ostras meticulosamente para retirar los organismos de la epifauna

(incrustaciones) y sedimentos adheridos.

2.1 Induccion al desove

Grupos de 20 de ostras de C.gigas sexualmente maduros, fueron dejados sin
alimentacion por 24 h e inducidos al desove. Para ello, se hizo una limpieza de las ostras
para eliminar cualquier animal externo, se colocaron en una bandeja para secar
alrededor de 1 hora. El dia anterior se purifico agua del mar con un filtro de UV para no
tener contaminantes. Se distribuyo las ostras en un recipiente de vidrio transparentes a
cada uno para evitar que se mezclaran espermas con ovocitos, almacenando los
gametos de cada animal en su propio recipiente, se hizo choques térmicos con cambios

de temperatura de 24°C a 32°C cada 30 min con unas repeticiones de 6 veces (3 horas).



2.2 Induccion alatriploidia

Para el tratamiento con citocalasina b, se prepar6 una solucion de 0,5 mg-l de
citocalasina b y 0,5 ml de dimetilsulféxido (DMSO-C2H6SO) y se almacen6 a -20°C

(ALLEN et al., 1989).

La induccion a la triplodia se realiz6 cuando aproximadamente el 70% de los ovocitos
habia expulsado el primer cuerpo polar durante 14 minutos. Se o coloca en un tubo de
malla cilindrica (18 pm) y se sumergieron en 250ml de solucion citocalasina b disuelta
con agua de mar durante 13 minutos. Se observo la muestra en el microscopio con un
lente 10x en el momento en que aparece la formacion del segundo cuerpo polar ya ahi

se debe usar dimetilsulféxido DMSO al a.5 ml para enjuagarlo y se esperé 15min.
2.3 Extraccion hemolinfa

Se extrajo de 10 ostras Crassostreas gigas la hemolinfa con una jeringa de 1ml con
citrato de sodio un anticoagulante y se lo colocaba la muestra en un tubo de Eppendorf

para asi poder analizar la muestra.
2.4 Preparacion tinte DAPI

En 50 mililitros de agua destilada disolvimos 0.85 gramos de NaCl y 0.12 gramos de Tris
base después lo ajustamos el pH con acido clorhidrico hasta 7.4.

Ademas, se adiciona 0.4 mililitros de la solucion CaClz, 0.44 mililitros de la solucion de
MgClz, 0.50 miligramos de BSA, 0.1 mililitro de Triton X-100, 0.10 miligramos de DAPI

10 mililitros de DMSO y esto lo aforamos a 100 mililitro con agua destilada.



Para la Preparacion de la solucion de cloruro de calcio (CaClz) se procuré gque la solucion
debe estar 500 mM, se peso 0.735 gramos de cloruro de calcio y se ajusto el volumen a
10 mililitros de agua destilada.

En la hemolinfa se hizo soluciones de 1 ml en un tubo Eppendorf con concentraciones
de 1:10, 1: 2 ,1: 3 de la solucién de Dapi.

En la muestra de triploides y diploides se hizo soluciones de 1 ml en un tubo Eppendorf

con concentracion 1:10, 1:20, 1:40 con la solucion de Dapi.

En una placa de 96 pocillos colocamos las muestras y después lo analizamos en el
equipo Varioskan- Lux para poder observar su fluorescencia. Con una calibracion de

358-461 excitacion- emision (nm).



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

Las mediciones usando citometria de flujo mostraron claramente que la
distribucién de frecuencia de los nucleos celulares tefiidos con DAPI podria estimar la
triploidia y diploidia en las ostras Crassostreas gigas. Se exhibié la hemolinfa de las
ostras diploides usados como control.

En la figura 1 se muestra la muestra de hemolinfa inducida con 3 concentraciones
1:10, 1: 2, 1:3 con la solucién Dapi, nos quedamos con la solucion 1:10 ya que con esta
se ve mayor ADN. En la figura 2 se muestra la muestra de diploides inducida con 3
concentraciones 1:10, 1:20, 1:30 con la solucion dapi. En la figura 3 se muestra la

muestra de triploide inducida con 3 concentraciones 1:10, 1:20, 1:30 con la solucién dapi

DIPLOIDES HEMOLINFA

250

200

15
10 I I I
0
C1 c2 Cc3

o

o

(€3]
o

llustracion 1. Diploides Hemolinfa

Fuente: Elaboracion propia
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Analisis: de citometria de flujo de muestras de ostras crassostreas gigas hemolinfa en
diferentes concentraciones con el tinte Dapi. Concentracién 1 1:10, concentraciéon 2 1:2,

concentracién 3 1:3.
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llustracion 2 Diploides
Fuente: Elaboracién propia

Andlisis de citometria de flujo de muestras de ostras Crassostreas gigas de diploides en
diferentes concentraciones con el tinte Dapi. Concentracion 1 1:10, concentracion 2 1:20,

concentracion 3 1:40.
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TRIPLOIDES
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Analisis de citometria de flujo de muestras de ostras Crassostreas gigas de triploides en
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llustracion 3 Triploides

Fuente: Elaboracion propia

diferentes concentraciones con el tinte Dapi. Concentraciéon 1 1:10, concentracion 2 1:20,

concentraciéon 3

12



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se concluye que el equipo varioskan-lux mide la cantidad de nucleos celulares,
intensidad de fluorescencia de 200 nm en los diploides alrededor de 300 nm en los
triploides lo que se puede evidenciar en la muestra presentada que el 25% contiene
mas cantidad de ADN que los triploides que los diploides.

Se puedo concluir que el material genético de los triploides y diploides de las muestras

de las Crossostreas gigas y cuanto tenia de porcentaje mas en los cromosomas.

4.2 Recomendaciones

e Para hacer la extraccion de la hemolinfa las ostras no deben estar madura ya
gue al extraer la hemolinfa podemos sacar una parte de la gbnada.

e Para inyectar al sacar la hemolinfa se debe ser una forma inclinada, para no
topar con la génada de las ostras.

e Al hacer la induccion al desove cada ostra en un recipiente separado para no
mezclar los ovocitos con los espermatozoides.

e Con este método se puede estimar la triploidia, pero se debera hacer mas
analisis para poder hacer una buena comparacion, también con diferentes

tintes.
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