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INDUCCION A TRIPLOIDIA EN Argopecten purpuratus LAMARCK, 1819,

MEDIANTE CITOCALASINA-B
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ABSTRACT: Winkler, F.; Ladrén de Guevara, B.; Estévez, B. & L. Jolldn. 1993,
Triploidy induction in Argopecten purpuratus Lamarck, 1819, using Citochalasin-B.
Revista de Biologfa Marina, Valparafso 28(2): 239-246.
Triploids were induced in the scallop Ar h
treating the fertilized eggs with cltochalagiB (0.5 mg
Ploidy level was estimated by chromosome coum.‘mg% hours after fecundation.
Treatment with CB produced’a mean'ﬁngnwﬁun of 17/% of ‘Klloids against a 6%
observed in the controls treated wil MSO (0,005%). A proportion of
aneuploids were observed in both treated an untreated larvaes.
the use of citochalasin-B is useful to induce poliploidy in A. purpuratus. The
factors which affect the efficiency of citochalasin-B treatment are &ﬁncuased
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RESUMEN: Winkler, F.; Ladrén de Guevara, B.; Estévez, B. & L. Jollin. 1993.
Induccién a triploidfa en ecten wumm Lamarck, 1819, mediante
Citocalasina-B. Revista de Biolag%n:i.m, parafso 28(2): 239-246.
Se indujo triploidia en Argop ur , medi
recién fecumfadm con dtocal.aslna-tlli [5,5 mg/1 CB en 0,005% DMSO). El nivel de
ploidia se determiné a las 8 horas post-fecundacién
cromc Las larvas tratadas con CB p una pro &
de triploides contra un 6% observado en los controles tratados sélo con DMSO
(O,C[&). Ademds, se observé una alta
tratadas como no tratadas. Los resultados indican que el uso de Citocalasina-B es
ftil indueir poliploides en A. p tus. Se di los fact
la eficiencia del tratamiento con citocalasina-B,
Palabras claves: Poliploidia; trocéfora; cromosoma; ostién.

INTRODUCCION

La triploidia es una condicién en la que
los individuos presentan una dotacién
cromosémica completa en exceso (3N)
respecto de los diploides normales (2N).
La presencia de un set extra de cromo-
somas interfiere con el ap iento si-

modo, en especies de reproduccién cru-
zada, los individuos afectados general-
mente presentan esterilidad total o par-
cial. S6lo en algunos casos la condicién
de esterilidad es rota por la ocurrencia de
reproduccién mediante partenogénesis,
origindndose especies formadas s6lo por

néptico durante la meiosis evitando la
maduracién normal de las células repro-
ductivas (Baron et al. 1989). De este

hembras (¢j. Hubbs & Hubbs 1932).

En diversas especies de peces y moluscos
se ha logrado la obtencién experimental

1) Departamento de Biologia Marina. Facultad de Ciencias del Mar. Liniversidad Catélica del Norte. Larrondo 1281,
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240 Revista de Biologia Marina

-de organismos triploides mediante el uso
de agentes fisicos y icos (Purdon
1983, Beaumont & Fairbrother 1991)
iDisponer de estos individuos reviste in-
tterés bésico y aplicado. Por una parte, su
«ondicién de esterilidad permite rea]lz.ar
estudios fisiolégicos sobre p
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Entre los métodos para inducir tri-
ploidia en moluscos, el m4s eficiente pa-
rece ser el uso del alcaloide Citocalasina-
B (CB) (Beaumont & Fairbrother 1991),
que previene la polimerizacién de la ac-
tina durante la divisién celular. Si es

energético (Allen & Downmg 1986, 19%}
fisiologfa del crecimiento (Tabarini 1984,
Mason et al. 1988) o experimentos ecols-
gicos de trasplante a otros hibitats con
un razonable margen de seguridad,
cuando la esterilidad es total.

Por otra parte, los individuos esté-
riles, al no canalizar energia hacia repro-
duccién, suelen presentar mejores tasas
de crecimiento. En moluscos se ha de-
mostrado que los individuos triploides
crecen mds rdpido (Tabarini 1984,
Komaru & Wada 1989) y muestran esta-
bilidad en el indice gonadico y en los ni-
veles intracelulares de glicgeno a lo
largo del afic (Allen & Downing 1986).

En Chile, Argopecten purpuratus
Lamarck, 1819, es la especie de bivalvo
més intensamente cultivado. Desde el
establecimiento de su veda permanente
en 1986, la Gnica fuente de produccién de
este molusco es por sistemas de cultivo,
lo que ha dado origen a una activa in-
dustria. En esta especie, tanto el creci-
miento como la composicién bioquimica
se ven afectados por la maduracién
sexual (Martinez 1991). Sin embargo, no
se dispone de informacién respecto al
efecto relativo de los procesos reproduc-
tivos sobre el crecimiento o los cambios
bioquimicos. La produccién de indivi-
duos triploides de esta especie, por lo
tanto, puede contribuir a una mejora en
la produccién y a esclarecer los procesos
fisiolégicos asociados a su desarrollo.

licado en el momento apropiado
pu.edemta:]aexpulmémdeumdeloo
corplsculos polares, reteniendo de esta
manera un set cromosémico haploide
matemno extra, el que se suma al set ma-
terno normal y al aportado por el esper-
matozoide. En pectinidos se ha logrado
inducir triploidia usando CB en las espe-
cies Pecten maximus (Beaumont 1986),
Chlamys varia (Baron ef al. 1989),
Argopecten irradians (Tabarini 1984) y
Chlamys nobilis (Komaru et al. 1988,
Komaru & Wada 1989).

En el presente trabajo se estudié el
efecto de la Citocalasina-B (CB) como
agente triploidizante en A. purpuratus, y
se adapté la metodologia existente para
la verificacién de los niveles de ploidia
mediante el conteo cromosémico.

MATERIALES Y METODOS

Treinta reproductores provenientes de
Bahia Tongoy, Chile (30°17'S, 71%37'12'W)
fueron trasladados al laboratoric y acon-
dicionados durante 15 dfas, alimentados
ad libitum con Chaetoceros calcitrans,
Isochrysis galbana var tahiti y Rhodomonas
sp. .

El desove y fecundacién se realizé
de acuerdo a DiSalvo ef al. (1984), usando
aproximadamente 7 espermatozoides por
ovocito, a una temperatura de 23°C. La
expulsién del primer corplisculo polar
(CPI) se siguié en un microscopio inver-



F. Winkler eral

tido. La induccién a triploidia se realizé
cuando aproximadamente el 70% de los
ovocitos habfa expulsado el CPI, aproxi-
madamente 24 min. post-fecundacién.
Para ello la mitad de los ovocitos se su-
mergi6é por 20 min. en una solucién con
citocalasina-B (CB) disuelta en agua de
mar microfilirada (05 mgCB/1) con
Dimetil Sulféxido (DMSO) (0,005% final).
La otra mitad se sumergi6 en agua de
mar con DMSO (0.005% final), como
control. Luego los huevos fueron lavados
con una solucién de agua de mar y
DMSO al 0.005% y transferides por 30
min. a agua de mar con DMSO (0,005%).
Finalmente se pasaron a agua de mar
fresca y se cultivaron por aproximada-
mente 8 horas. Se utilizaron los gametos
femeninos de dos individuos, los que se
trataron en forma separada siguiendo el
protocolo anterior. Los espermatozoides
se obtuvieron de un acervo proveniente
de al menos veinte reproductores a fin de
aleatorizar los efectos debidos al aporte
de los machos.

Al estado de trocétfora, las larvas
se ftrataron con una solucién de
Colchicina al 0.2% por 30 min., se some-
tieron a un bafio hipoténico (50% agua de
mar) por 30 min. y se fijaron en Metanol:
Ac. acético 3:1. Las observaciones de los
cromosomas se hicieron sobre prepara-
ciones permanentes obtenidas por la téc-
nica de aplastado y tefiidas con Foulgen
o Gimsa. En cada placa metafdsica que
tuviera cromosomas contables, es decir
no superpuestos, se hizo un recuento di-
recto, el que se verificé sobre ampliacio-
nes fotogréficas. Para cada placa se iden-
tificé el individuo correspondiente y su
tratamiento (tratado o control) respec-
tivo. Las frecuencias de diploides y tri-
ploides en los grupos tratados y controles
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se compararon mediante una prueba de
independrneia de X2,
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Figura 1. Cariotipo ordenado (A) y placa
metafdsica (B) de una larva trocofora
diploide (2N = 32 cromosomas) de A
purpuratus.

RESULTADOS

La figura 1 muestra una placa metafasica
diploide normal (2N = 32 cromosomas) y
el cariotipo ordenado obtenido de larvas
trocéforas de A. purpuratus. En la figura 2
se observa la placa de un individuo -
ploide (3N = 48 cromosomas) y su cario-
tipo ordenado. En la tabla 1 se muestran
los resultados obtenidos en cada uno de
los experimentos de induccién a triploi-
dia. En cada caso se examinaron 25 o més
placas metafésicas, correspondientes a 24
o mis larvas. Puede apreciarse que la
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i6n de pl triploides en los
contmleo Im!ndon con DMSO es escasa,
representando en promedio un 6.1% en
los dos tratamientos, contra un 24% de
diploides. Por el contrario, la fr

de placas diploides en las larvas tratadas
con citocalasina-B es escasa (1,8% en
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frecuencia de placas diploides y triploi-
des entre larvas tratadas con DMSO y CB
es significativa en ambos experimentos
(p < 0,005). En los dos grupos, tratados y
no tratados, se presenta una alta frecuen-
cia de aneuploidias, siendo ellas aproxi-
madamente un 10% més frecuentes en las

promedio) y se incrementa la proporcién larvas tratadas con citocalasina-B.
de triploides (17,1%). La diferencia de
Tablal Ntmero de larvas, placas y frecuencia de larvas diploides, tri ides en
larvas trocSforas de A. pm'pura'ms tratadas con DMSO y mmlmm-B (CB alos ﬁ minutos
post-fecundacién.
Experi- Trata- Ne°de Ne de 3N aneuploides
mentos mientos Larvas  Flacas N % N® % N %
DMSO 24 25 8 320 0 0 17 80
CB 35 53 1 19 7 13,2 5 84,9
B DMSO 39 57 12 21,1 5 88 40 70,2
CB 53 58 1 1.7 12 21,1 45 77,2
Total DMSO 63 82 20 244 5 6,1 57 69,5
CB 88 11 2 18 19 171 90 811
TOTAL 151 193 2 24 147
A
i En la figura 3 se muestra la distri-
}:( “I LU VR TR bucién de frecuencia de placas segiin el
: ooy e ro niimero de cromosomas que presentaron,
By HE B v D ) o v resumidos los resultados de los dos ex-
LA L L perimentos. Se aprema que las modas del
s de ¢ por placa se en-
.~ cuentran en valones mﬁlhplos del6 (32y
Lzpa 48). Las placas aneuploides son més fre-
SN I cuentes en valores proximos a los de
~ ‘f_\_ » ploidia perfecta (2N 6 3N), pero taml_)i.én
“ur " ~ se presentan entre, bajo y sobre dicho
= T A rango. No se registraron placas con dota-
S NI ci6n haploide. La proporcién de placas
N ~ tetraploides (4N = 64), por otra parte, es
- 'E]-I_' muy escasa y tanto en las larvas tratadas

Figura 2. Cariotipo ordenadoe (A) y placa

metafdsica 5 de una larva trocéfora

triploide ( = 48 cromosomas) de A.
purpuratus.

como en el control su frecuencia no so-
brepasa la observada para aneuploides
con dotacién superior a 3N+2 cromoso-
mas (Figura 3).



F. Winkler etal Triploidia en A. purpuratus 243

No se observaron alteraciones evi- respecto de las descritas por von Brand et
dentes en la morfologia cromosémica al. (1990) para la especie.
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Figura 3. Distribucion de frecuencia de placas metafédsicas segln el niimero cromosémico en larvas
trocéforas de A. purpuratus tratadas para induccién de triploidia con DMSO (eontrol) y
Citocalasina-B (trat ) dos experi tos A y B.
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DISCUSION

La distribucién de frecuencias del ni-
merc de cromosomas encontrados en
este estudio muestra valores modales
miltiplos de 16, lo que concuerda con el
nlmero cromosémico haploide descrito
para esta especie (von Brand ef al. 1990).

La aplicacién de citocalasina-B
causé un incremento significativo en la
frecuencia de individuos con dotacién
triploide (3N = 48). Un resultado inespe-
rado es la presencia, aunque en baja fre-
cuencia, de individuos triploides en el
control tratado sélo con DMSO. No exis-
ten informes previos de este fenémeno
durante la induccién a triploidia en
Pectinidos u otra especie de moluscos.
Sin embargo, la aparicién de individuos
aneuploides asociados a tratamientos
para producir poliploides suele ser fre-
cuente (Wada, com. pers.) aunque no ha
sido informado en publicaciones sobre el
tema. La dispersién de las mediciones de
DNA en torno de los valores exactos es-
perados para diploides y triploides
(Stanley et al. 1984, Tabarini 1984,
Chaiton & Allen 1985, Komaru et al. 1988,
Komaru & Wada 1989) podria explicarse
en parte por esta causa. Asi, los indivi-
duos triploides encontrados en el control
tratado con DMSO podrian corresponder
a una categoria de la distribucién conti-
nua de aneuploides con dotacién mayor
a 2N, y no especificamente a organismos
triploides. Las posibles causas de la pro-
duccién de estos aneuploides no se han
determinado.

La ocurrencia de placas con dota-
cién tetraploide no parece ser un efecto
especifico del tratamiento, dada su escasa
frecuencia. La comparacién de los resul-
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tados en el grupo tratado y control su-
giere que la aplicacién de CB exacerba
alteraciones en el nivel de ploidfa que in-
cluyen la produccién inespecifica de cé-
lulas con dotacién anormal superior a la
condicién triploide, incluidos tetraploi-
des, pero no induce especificamente la
formacién de éstos.

La eficiencia global del tratamiento
presentado en este estudio ha sido infe-
rior a la informada en otras especies de
pectinidos (Beaumont & Fairbrother
1991). Los porcentajes méximos de tri-
ploidia informados en la literatura para
este grupo de moluscos, usando induc-
¢ién con CB, varfan de 30% en Pecten
maximus (Beaumont 1986) hasta un 94%
en Argopecten irradians (Tabarini 1984).
Las diferencias en la eficiencia de poli-
ploidizacién en moluscos se deben a di-
versos factores. Destacan la concentra-
cién de la CB, la temperatura y la dura-
cién del tratamiento, asf como el mo-
mento post-fecundacién en que se aplica
(Downing & Allen 1987). La contribucién
de cada uno de estos factores no est4 su-
ficientemente estudiada en pectinidos,
existiendo sélo alguna informacién refe-
rente al efecto de la dosis (Tabarini 1984,
Komaru & Wada 1989).

Aparte de los factores antes men-
cionados, que afectan la eficiencia de tri-
ploidizacién, la estimaciéon de ella de-
pende del momento en que se haga la
evaluacién del nivel de ploidfa. El mejor
rendimiento (94%) se observé en anima-
les de un afio de edad (Tabarini 1984),
mientras que el peor (30%, Beaumont
1986) en embriones tres horas post-fe-
cundacién. Valores intermedios se han
encontrado en larvas trocéforas de 8 ho-
ras post-fecundacién (78,5%, Baron ef al.
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1989) y juveniles de 8 meses de edad
{88%, Komaru et al. 1988). En todos los
casos informados se ha observado que
existe un incremento de la mortalidad en
las poblaciones de zigotos tratados con
CB (Tabarini 1984, Beaumont 1986, Baron
et al. 1989), lo que sugiere que los indivi-
duos aneuploides pueden ser eliminados
de la poblacién por mortalidad diferen-
cial, haciendo aparecer diferencias espti-
reas en la eficiencia del tratamiento. La
frecuencia de aneuploides encontrada en
este estudio se ap a la proporcid
de larvas muertas en el perfodo de zigoto
a veliger observado por Tabarini (1984),
lo que nos permite sugerir que la alta
mortalidad generalmente asociada a la
induccién con citocalasina-B podria de-
berse al efecto de las aneuploidias causa-
das por el tratamiento. Komaru &
Wada(!) han observado en larvas obteni-
das de triploides de Pinctada fucata, que
los zigotos aneuploides y con ploidias
distintas de 2N 6 3N desaparecen du-
rante el desarrollo larval.
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Un segundo factor que afecta la
estimacién del rendimiento de la induc-
cién es el criterio de considerar en los re-
cuentos sélo las placas que presentan un
nimero miltiplo de N + 2 cromosomas
para definir el nivel de ploidia, lo que
oculta la existencia de aneuploides. 5i los
datos del presente trabajo se corrigen de
acuerdo con este criterio, la frecuencia de
triploides obtenida se encuenira dentro
de los mérgenes informados en la litera-
tura (Beaumont & Fairbrother 1991).

De este modo, el uso de citocala-
sina-B ha mostrado ser eficiente para in-
ducir la produccién de triploides me-
diante la retencién del segundo corpis-
culo polar en A. purpuratus, Sin embargo,
el uso de esta tecnologia a nivel comer-
cial dependerd, por una parte, de poder
determinar la forma y momento mds
adecuados para la aplicacién del trata-
miento y, por otra, del rendimiento que
tengan los triploides frente a los diploi-
des normales.

(1) Komaru, A. & K. T. Wada. 1992. Performance of larvae from ococytes produced by triploid pearl oyster,

Pinctada fucata martensii, Cenetic and
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