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RESUMEN 
 

 
La producción de triploides mediante la manipulación de ploidías por métodos 

químicos ha demostrado ser un éxito en la producción comercial de varias especies, siendo 
el caso más conocido el del ostión japonés Crassostrea gigas. La ventaja de los triploides 
de moluscos sobre los organismos diploides se debe a su alta tasa de crecimiento, resultado 
de ser total o parcialmente estériles. Los triploides son incapaces de realizar la meiosis I 
debido a que sus cromosomas (impares) no pueden completar la sinapsis durante la profase, 
fallan en la producción de gametos y la energía que sería utilizada para la gametogénesis se 
invierte alternativamente en crecimiento somático. Actualmente la investigación en este 
campo se enfoca hacia mejorar el éxito en la producción de triploides, evaluando métodos 
alternos a los utilizados a la fecha (químicos ó físicos). Entre esos métodos se encuentra el 
que involucra apareamientos entre organismos tetraploides y diploides, produciéndose un 
triploide ‘biológico’.  Sin embargo, para poder llegar a aplicar este método, el desarrollo de 
organismos tetraploides es necesario. Los organismos tetraploides pueden ser teóricamente 
producidos por la inhibición de la primera división celular, o por medio de técnicas de 
desactivación del ADN del esperma seguida por la inhibición de ambos cuerpos polares, o 
por inhibición del primer cuerpo polar en huevos derivados de organismos triploides y 
fecundados con esperma haploide.  

En este trabajo se evaluó la producción de poliploides de abulón rojo H. rufescens por 
varios métodos. La presunta existencia de híbridos de abulón entre las especies H. 
rufescens y H. fulgens en una granja comercial (BC Abalone) fue evaluada tanto en su 
veracidad como en la producción de alopoliploides de abulón. Utilizando hembras 
presuntas híbridas, se obtuvieron postlarvas triploides al inhibir la extrusión del segundo 
cuerpo polar con citocalacina B y se evaluaron dos métodos para la obtención de 
tetraploides: por medio de la inhibición de la primera división celular la cual no fue efectiva 
para la producción de larvas viables, y la ginogénesis combinada con la inhibición del 
primer cuerpo polar, siendo este último un método raramente utilizado y que permitiría 
teóricamente la producción rápida de tetraploides. Con este método se obtuvieron altos 
porcentajes de tetraploides, los cuales sin embargo no sobrevivieron más allá de larva 
trocófora.   

Una vez realizados los experimentos de inducción a la poliploidía, se realizó la 
evaluación genética de las hembras presuntas híbridas mediante análisis de cuatro enzimas. 
Las alozimas a utilizar fueron seleccionadas sobre la base de un análisis preliminar de cada 
una de las especies puras por la presencia de diferentes formas alélicas en cada una de las 
dos especies. Este análisis reveló que sólo una de las presuntas hembras híbridas utilizadas 
en los experimentos de inducción a la poliploidía fue en realidad híbrida. Estos resultados 
destacan la importancia de una certificación genética cuando se realizan hibridaciones entre 
especies, ya que se presumía que existía un lote de abulones 100% híbridos en la granja 
comercial, habiéndose encontrado que solamente el 25% fueron en realidad híbridos. En 
cuanto a la única hembra híbrida utilizada en los experimentos de poliploidía, no se obtuvo 
progenie indicando que existen problemas de viabilidad en los huevos producidos por 
hembras híbridas, y que existe una necesidad de mayores estudios. Adicionalmente a las 



alozimas, se evaluó la citometría de flujo como otro método para la certificación genética, 
demostrándose que este método no fue capaz de distinguir inequívocamente a los 
individuos híbridos ya que el intervalo de confianza de la media del pico de fluorescencia 
obtenida para los híbridos se superpone en la media de una u otra de las especies parentales.  

Otro aspecto investigado para el cual no existía información preliminar, fue la 
definición del número cromosómico de abulón rojo y de abulón azul, habiéndose 
encontrado que ambas especies presentan el mismo número cromosómico (2n = 36), 
información de alta utilidad en la evaluación de éxito en inducciones a la poliploidía a 
través de conteos cromosómicos. Adicionalmente, se obtuvieron los cariotipos de las dos 
especies (H. rufescens y H. fulgens), encontrando que estas presentan diferencias en índices 
centroméricos y longitud relativa de sus cromosomas, esto provee evidencia adicional a la 
existente en la bibliografía de que estas dos especies son diferentes.   
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ABSTRACT 
 

 
Production of chemical triploids has demonstrated to be a successful method for the 
commercial improvement of different mollusk species, being the most known of all the 
Pacific oyster Crassostrea gigas.  The triploid advantage results because of their larger 
growth rate, a consequence of the sterility induced when triploid. During gametogenesis, 
triploids are unable to complete meiosis I because during prophase chromosomes cannot 
complete synapsis and therefore fail in the production of gametes. The energy not used for 
gametogenesis and vitellogenesis is then channeled toward somatic growth. Today research 
in this field is focusing towards the improvement in the production of triploids, evaluating 
alternative methodologies to those associated with the production of chemical or physical 
triploids. Among these methods is the production of biological triploids, or the production 
of triploids by mating tetraploids with diploids.  However, to produce biological triploids, 
development of tetraploid lines is necessary. Tetraploid organisms can be theoretically 
produced by inhibiting the first cell division or first mitosis, by combining techniques of 
UV sperm irradiation to deactivate DNA followed by inhibition of both polar bodies in the 
egg, or by inhibition of first polar body in eggs derived from triploids and fertilized with 
haploid sperm. 
In this research production of polyploid red abalone Haliotis rufescens was evaluated 
through different methods. The presumed existence of abalone hybrids between the species 
H. rufescens y H. fulgens in a commercial farm (BC Abalone) was evaluated for its veracity 
and for the production of allopolyploid abalone. By using the presumed hybrid females at 
the farm, triploids were produced by inhibiting with cytochalasin-B the second polar body 
in their eggs after fertilization. Two methods for the induction to tetraploidy were evaluated 
simultaneously: by inhibiting the first cell division (mitosis) and by combining gynogenesis 
methodologies (use of sperm UV irradiated and inhibition of second polar body to restore 
the diploid number) with additional inhibition of the first polar body. Inhibition of first cell 
division was not effective in producing tetraploids, resulting in unviable larvae, but the 
combination of gynogenesis with additional inhibition of the first polar body large 
percentages of tetraploids were produced, although none was found in larval stages larger 
than trochophore.  
After the induction to polyploidy experiments was completed, the evaluation of the females 
for their hybrid condition was done using starch electrophoresis methods. Four allozymes 
were selected on the basis of a preliminary analysis in each of the two species involved in 
the presumed hybrids, selecting four enzyme loci out of more than ten evaluated. In those 
four loci the two species had different and unique allelic forms, which would allow for their 
unique differentiation and the certification of hybrids when both allelic forms were present.  
The analyses of the females used in the polyploidy experiments indicated that only one of 
all used females was in fact a hybrid, and the remaining females were from the species H. 
rufescens. Additional males and females from the farm, not used in the experiments of 
polyploidy, were also analyzed to establish if they were hybrids, finding that from a 
presumed group with 100% hybrids, only 25% were in fact hybrids. These results show the 
importance of a genetic certification when hybridization experiments are performed, a 



certification seldom done in the literature of abalone hybridization studies.  With regard to 
the only hybrid female utilized in the polyploid induction experiments, no viable progeny 
was obtained from it despite the number of eggs produced having been similar to non-
hybrid females. This might be an indication of problems in hybrids meiosis processes, but 
further studies are necessary to understand whether and why hybrid females produce 
unviable eggs. Besides carrying the genetic certification by allozymes analyses, flow 
cytometry was evaluated to establish if through this method hybrids could be certified, by 
them having distinct fluorescent DNA peaks from both parental species.  This was done 
after each female was genotyped by allozyme analyses, obtaining means and confidence 
intervals (CI) of the peak means of each species and the hybrids. This method allowed the 
differentiation of the two species by showing non overlapping CI exist for the amount of 
DNA in each species, but did not allow for the unique differentiation of the hybrids because 
the CI of the hybrids peak mean overlapped either one of the CI of the pure species.    
Finally, the last part investigated, and for which there was no preliminary information was 
the chromosome number of each of the species, red and blue abalone, having found that 
their share the same diploid chromosome number (2n = 36). However, karyotypes analyses 
of the species (H. rufescens y H. fulgens) indicated that there are differences in centromeric 
index and relative length of chromosomes, providing this with additional evidence to that in 
the literature of the fact that these are two different species.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. ANTECEDENTES 

1.1.1. El abulón, su pesquería y su cultivo.  

El abulón rojo (Haliotis rufescens) y el abulón azul (Haliotis fulgens) son dos especies 

dentro del grupo de los gasterópodos de origen nativo a las costas de Norte América. La 

distribución del abulón rojo se extiende desde Sunset Bay en Oregon, EUA, hasta Bahía 

Tortugas, Baja California Sur, MX y la del abulón azul va desde Point Conception, 

California hasta Bahía Magdalena en BCS, MX (Cox, 1962). En la península de Baja 

California la pesquería del abulón ha sido y es una de las actividades más importantes en 

las comunidades pesqueras. De la pesquería del abulón, dos especies representan el 97% de 

la producción total, el abulón azul (H. fulgens) y el abulón amarillo (H. corrugata). El resto 

de la pesquería incluye al abulón rojo (H. rufescens), al abulón negro (H. cracherodii) y al 

abulón blanco (H. sorenseni) (León-Carballo y Muciño-Díaz, 1996). A finales de la década 

de los 60’s, la captura de abulón alcanzó casi 3000 t anuales reduciéndose drásticamente 

hacia la mitad de los 70’s, y declinando a mínimos históricos  en los años 1983, 1984, 1995 

y 1996. Este colapso fue atribuido principalmente a la intensa pesquería del recurso, y más 

recientemente al efecto combinado del nivel de esfuerzo, deficiencias en el manejo, y de 

una manera importante, a cambios ambientales a gran escala (Ponce-Díaz, 1998). La 

recuperación del recurso no se ha logrado por medio del manejo de las pesquerías o a través 

de los programas de repoblamiento, y se reconoce que la alternativa más viable para lograr 

la recuperación de las poblaciones naturales, o bien no acabar con las poblaciones 

existentes, es la acuacultura (Ramírez-Granados, 1992).  



               2
       

 

En la península de Baja California la única especie de abulón que se cultiva, y cuyo 

ciclo de vida completo se maneja bajo condiciones controladas, es el abulón rojo. Esta 

especie no solo es cultivada en México sino también en California, sitio donde de hecho se 

inició su cultivo (McBride, 1998). Ha sido también introducida a Chile para su cultivo, 

donde actualmente la producción se realiza a escala comercial (Alvial y Henriquez, 1998). 

A nivel mundial, varias especies de abulón son cultivadas, probándose que su cultivo 

es una actividad económicamente redituable. Sin embargo, existen algunos problemas 

asociados al cultivo, siendo uno de ellos la baja tasa de crecimiento del abulón (Viana, 

2002). Por ejemplo, la tasa de crecimiento anual para el abulón rojo es de sólo 20-30 mm 

(Haaker et al., 1998). La lenta tasa de crecimiento resulta en que el tiempo que tarda esta 

especie para crecer desde estadios larvarios hasta talla comercial es de 3 a 5 años (McBride, 

1998), por lo que una demanda planteada por los acuacultores es el desarrollo de 

tecnologías de mejoramiento genético que puedan lograr un aumento en la tasa de 

crecimiento del abulon (McBride, 1998). Existen varias alternativas biotecnológicas que 

podrían lograr incrementar la tasa de crecimiento, entre ellas la hibridación y la 

manipulación de juegos cromosómicos. Específicamente en abulones y moluscos en 

general, la aplicación de la manipulación cromosómica para la producción de triploides, ha 

demostrado ser ventajosa  para la obtención de un mejoramiento productivo en otras 

especies de importancia comercial. 
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1.1.2. Triploidía 

 Un triploide es un individuo que posee tres juegos de  cromosomas en las células 

somáticas, siendo la condición normal en la mayoría de las especies de peces y moluscos la 

diploidía o presencia de dos juegos de cromosomas en cada célula somática (Arai, 2000). 

El número de cromosomas diploide presente en cada célula somática consiste de un número 

haploide de pares de cromosomas homólogos de idéntico tamaño y forma. Un cromosoma 

de cada par homólogo es derivado del padre y el otro de la madre (Beaumont y Zourus, 

1991). La ventaja de la triploidía resulta a consecuencia de que los cromosomas homólogos 

en las células germinales de los triploides adultos no pueden realizar la sinapsis durante la 

meiosis, la cual es detenida en estadios iniciales de la misma (profase de la meiosis I), 

suprimiéndose a su vez la maduración de los gametos, por lo tanto se espera que los 

animales triploides sean estériles (Beaumont y Fairbrother, 1991). Puesto que no hay 

transferencia de reservas energéticas a la gónada, las reservas energéticas que  normalmente 

se utilizan para la gametogénesis en los diploides son canalizadas en los triploides hacia un 

mayor crecimiento somático (Allen y Downing, 1986). Aun más, en moluscos se ha 

observado que conforme los organismos aumentan su edad, existe una redistribución de la 

energía para favorecer la producción de gametos más que el crecimiento, y es este proceso 

lo que finalmente establece los límites sobre el tamaño que los moluscos pueden alcanzar 

(Thompson y Macdonald, 1991). Por estas razones los organismos triploides son deseados 

en el cultivo.  

 En la naturaleza la poliploidía es común en especies de plantas mientras que en 

animales solo ocurre esporádicamente. Mientras que los poliploides pueden surgir de varias 
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maneras, como  son por duplicación genómica debido a fallas en la división celular durante 

la mitosis, por la no reducción gamética debido a fallas en la división celular durante la 

meiosis, o por polispermia, se reconoce que tanto en plantas y animales algo que 

comúnmente da origen a organismos poliploides es la no reducción cromosómica en 

huevos, así como la no reducción cromosómica en el polen en plantas (Otto y Whitton, 

2000).  Adicionalmente a ocurrir naturalmente, la poliploidía puede ser inducida 

manipulado los eventos celulares en el huevo durante la meiosis. 

La meiosis es el proceso de generación de nueva variación genética y de reducción 

cromosómica, en la cual dos divisiones celulares sucesivas sin que ocurra una replicación 

del ADN entre estas dos divisiones producen células gaméticas haploides (n). La primera 

división meiótica o reduccional (meiosis I), ocurre posteriormente a la replicación del ADN 

de todos los cromosomas, y concluye con la segregación de cromosomas homólogos a dos 

células hijas. En esta ocurre el apareamiento de cromosomas homólogos, su recombinación 

y su segregación a polos opuestos del huso meiótico. En la segunda división meiótica o 

equitativa (meiosis II), las cromátidas hermanas (resultado de la replicación cromosómica 

ocurrida antes del inicio de la meiosis I) se separan. Esto origina células haploides que se 

diferencian entre hembras y machos por el número de gametos funcionales producidos 

(Miller y Therman, 2001). En los moluscos y otros organismos, en el caso del macho se 

producen cuatro espermas de cada célula germinal. Sin embargo, en la hembra ocurren 

divisiones citoplasmáticas desiguales que resultan en la formación de un óvulo y dos 

(ocasionalmente tres) cuerpos polares; un juego de cromosomas haploide producido por la 

meiosis I permanece en el huevo mientras que el otro juego es extruido con el primer 
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cuerpo polar. Similarmente el segundo cuerpo polar contiene uno de los juegos de 

cromosomas derivados de la meiosis II. El primer cuerpo polar ocasionalmente experimenta 

su propia meiosis II, dando lugar este evento a tres cuerpos polares adheridos a un óvulo 

(Beaumont y Zourus, 1991). Una característica de muchos organismos acuáticos es que son 

ovíparos de fertilización externa, lo que implica que los huevos son liberados directamente 

en el mar antes de que sean completadas las divisiones meióticas. La mayoría de los huevos 

de los moluscos son liberados antes de la metafase de la meiosis I. Debido a esto tanto la 

meiosis I como la II pueden ser blanco de manipulaciones cromosómicas. Una 

característica importante en moluscos es que para activar la continuación de la meiosis se 

requiere de la fertilización por el esperma, lo que permite que la aplicación de los 

tratamientos de manipulación cromosómica pueda realizarse en tiempos predeterminados 

(Beaumont, 1994). 

La inhibición de la meiosis I ó II al inhibir la extrusión del primer o segundo cuerpo 

polar, y por consiguiente la retención por el huevo de un juego adicional completo de 

cromosomas se ha logrado empleando inductores químicos (citocalasina B -CB-; 6-

dimetilaminopurina -6DMAP-; cafeína; calcio) o físicos (choques de temperatura o de 

presión hidrostática). En moluscos se han logrado inducciones a la triploidía exitosas 

utilizando los distintos métodos. Por ejemplo, la citocalacina B se ha empleado en 

Crassostrea virginica, Mya arenaria, Argopecten irradians, Crasosstrea gigas, Chlamys 

varia, Pinctada fucata martensii, Chlamys nobilis, Ruditapes decussatus, Mulinia lateralis, 

Saccostrea commercialis, Mytilus galloprovincialis, Tapes philippinarum y Argopecten 

ventricosus (Stanley et al., 1981; Allen et al., 1982; Tabarini, 1984; Downing y Allen, 
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1987; Baron et al., 1989;  Wada et al., 1989; Komaru y Wada, 1989;  Gerard et al., 1994a; 

Guo y Allen, 1994; Nell et al., 1994; Scarpa et al., 1994b; Utting y Chile, 1994; Ruíz-

Verdugo et al., 2000). El químico 6-DMAP se ha utilizado más recientemente para inducir 

a la triploidía en Crassostrea gigas, Placopecten magellanicus y Mytilus edulis (Desrosiers 

et al., 1993; Gerard et al., 1994b; Gerard et al., 1999; Brake et al., 2002). El choque térmico 

se ha utilizado en las especies Crasosstrea gigas,  Mytilus edulis, Tapes semidecussatus, 

Pinctada fucata martensii, Argopecten purpuratus, Mytilus chilensis y Mytilus 

galloprovincialis (Quillet y Panelay, 1986; Yamamoto y Sugawara, 1988; Gosling y Nolon, 

1989; Wada et al., 1989; Scarpa et al., 1994b). En ocasiones se han realizado 

combinaciones de dos métodos como calor y cafeína o calor y calcio en Mytilus 

galloprovincialis (Scarpa et al., 1994b). La presión hidrostática ha sido utilizada en 

Chlamys nobilis y Pinctada martensii (Kumaru y Wada, 1989; Shen et al., 1993).  

En abulones se han logrado inducciones a la triploidía con CB en Haliotis discus 

hannai, H. midae, H. rufescens y H. diversicolor supertexta (Wang et al., 1990 citado por 

Zhang et al., 1998; Stepto y Cook, 1998; Maldonado-Amparo et al., 2001; Yang et al., 

1998b). El 6-DMAP ha sido utilizado para inducir a la triploidía en H. discus hannai y H. 

asinina (Zhang et al., 1998; Norris et al., 2002), el choque térmico se ha empleado en H. 

discus hannai y H. diversicolor (Arai et al., 1986; Kudo et al., 1991; Yang et al., 1997; 

Rong et al., 1990 citado por Zhang et al., 1998; Yang et al., 1998a) y con presión 

hidrostática se han inducido triploides de H. discus hannai (Arai et al., 1986; Curatolo y 

Wilkins, 1995), en esta misma especie se han logrado triploides empleando cafeína 

(Okumura y Yamamori, 2002). 
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Se ha demostrado que la condición de triploidía ha resultado en un incremento en la 

tasa de crecimiento respecto a los organismos diploides en algunas especies de moluscos, 

por ejemplo en Argopecten irradians, Mulinia lateralis, Saccostrea commercialis, 

Crassostrea gigas, Argopecten ventricosus y Haliotis discus (Tabarini, 1984; Allen y 

Downing, 1986; Guo y Allen, 1994; Nell et al., 1994; Hand et al., 1998; Ruíz-Verdugo et 

al., 2000; Chen et al., 2002).  

A pesar de la existencia de diferentes métodos de inducción, uno de los más exitosos 

para la inducción a la triploidía en moluscos es el uso de citocalacina B, ya que 

generalmente produce mayores porcentajes de triploides que otros métodos (Beaumont y 

Fairbrother, 1991). Sin embargo se ha observado que los tratamientos con citocalacina B 

producen altos porcentajes de anormalidades y existe una alta mortalidad durante los 

primeros estadios de vida. Adicionalmente se sabe que es tóxico para humanos lo que 

implica riesgos a la salud por su manejo (Beaumont y Fairbrother 1991). Los problemas 

asociados al uso de citocalacina B para la producción de triploides han logrado ser evitados 

en algunas especies mediante el desarrollo de organismos tetraploides. Un progenitor 

tetraploide que presenta una meiosis normal (debido a que todos los cromosomas tienen un 

homólogo con el cual aparearse y por lo tanto presentan una segregación normal) produce 

gametos  diploides 2n, y al ser cruzado con un progenitor diploide con meiosis normal que 

produce gametos haploides n, se obtendrá un 100% de  progenie triploide (2n + n = 3n). A 

los triploides así producidos se les ha denominado como triploides biológicos y se han 

logrado producir exitosamente en el ostión japonés (Guo et al., 1996) y la almeja catarina 

(A. M. Ibarra, común. personal). 
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 1.1.3. Tetraploidía 

La inducción a la tetraploidía en moluscos se ha intentado utilizando la citocalasina B e 

inhibiendo la extrusión del primer cuerpo polar, de los dos cuerpos polares o de inhibir la 

primera división celular (primera mitosis) en ovocitos de diploides en las especies, Ostrea 

edulis, Ruditapes philippinarum, Mytilus galloprovincialis, Crassostrea gigas, Tapes 

philippinarum, Chlamys farreri, Pinctada martensii, Mulinia lateralis, Crassostrea 

virginica y Argopecten ventricosus (Gendreau y Grisel, 1990; Diter y Dufy, 1990; Scarpa et 

al., 1993; Guo et al., 1994; Guo y Allen, 1994; Allen et al., 1994; Yang et al., 2000; He et 

al., 2000; Peruzii y Guo, 2002; Guo et al., 2002; Ruíz-Verdugo et al., 2003). El 6-DMAP se 

ha evaluado en Crasostrea gigas, Saccostrea glomerata y Mytilus galloprovincialis (Nell et 

al., 2002) para inducir a la tetraploidía al inhibir la primera mitosis. Sin embargo, el único 

método que ha logrado producir progenie tetraploide viable en al menos cuatro especies, 

Crasosstrea gigas, Pinctada martensii, Crasostrea virginica y Argopecten ventricosus 

(Guo y Allen, 1994; He et al., 2000; Guo et al., 2002; Maldonado-Amparo et al., 2003) ha 

sido el uso de citocalasina B para inhibir la extrusión del primer cuerpo polar en ovocitos 

de triploides. Una estrategia alterna para la producción de tetraploides que se aplicó en este 

trabajo y que ha sido raramente utilizada (Guo et al., 1993) implica la inhibición de la 

meiosis I y II en huevos fertilizados con esperma sometido a irradiación con luz ultravioleta 

(UV). La irradiación con luz UV  se hace  con el fin de destruir los cromosomas del 

esperma para que no se fusionen con el pro núcleo del huevo, de manera que la progenie 

sólo tenga los cromosomas de la hembra progenitora. La función del esperma irradiado 
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sería solamente la de activar el desarrollo del huevo. Al ser  inhibidas las meiosis I y II 

subsecuentemente en el huevo, se obtiene un cigoto tetraploide. 

 

1.1.4. Ginogénesis 

Al método por el cual se produce progenie que conserva sólo las características  de las 

hembras (porque hereda sólo sus cromosomas) se le conoce como ginogénesis. La 

ginogénesis ha sido utilizada en peces para producir poblaciones de un solo sexo, 

poblaciones isogénigas y líneas clonales (Arai, 2000). Una ventaja de la ginogénesis, 

adicionalmente al hecho de que permite obtener cigotos tetraploides es que permite 

conservar las características de hembras progenitoras híbridas fértiles de tal manera que se 

pueden  obtener cigotos alotetraploides al combinar este método con la hibridación. Los 

aloetraploides son tetraploides cuyos cromosomas provienen de diferentes especies. La 

ginogénesis en condición diploide ya ha sido evaluada en algunas especies de moluscos, 

como son Chlamys nobilis, Crassostrea gigas, Mytilus edulis, y Patinopecten yessoensis 

(Goswami, 1991; Guo et al., 1993; Fairbrother, 1994; Li et al., 2000b). En abulones la 

ginogénesis sólo se ha evaluado en Haliotis discus hannai (Arai et al., 1984; Fujino et al., 

1990; Li et al., 2000a). Una condición para lograr una ginogénesis exitosa es el encontrar 

las condiciones más adecuadas para irradiar el esperma, ya que se ha observado que 

conforme aumenta la dosis de irradiación del esperma éste pierde la capacidad para activar 

el desarrollo del huevo, registrándose un descenso en el porcentaje de huevos en desarrollo 

(Guo et al., 1993; Fairbrother, 1994; Li et al., 2000b). En Crassostrea gigas por ejemplo, se 

ha observado que la irradiación del esperma a bajas dosis de UV produce aneuploides, la 
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irradiación del esperma a una mayor dosis inactiva completamente a los cromosomas del 

esperma, sin reducir significativamente la habilidad del esperma para activar los huevos, 

mientras que dosis mayores de irradiación causan la pérdida de movilidad del esperma 

(Guo et al., 1993). Li et al. (2000b) demostraron que a más altas dosis de irradiación una 

mayor cantidad de espermas sufren daño al acrosoma y pérdida del flagelo en la especie 

Patinopecten yessoensis. La dosis óptima para inactivar genéticamente al esperma puede 

variar de especie a especie y depende de la densidad y el volumen de la solución de 

esperma y de la intensidad de la luz UV (Li et al., 2000b). Las diferentes dosis utilizadas en 

especies de moluscos se presentan en la tabla I para cada especie. 
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Tabla I.  Intensidades de radiación UV, tiempos de exposición, e irradiaciones de luz UV 
totales reportadas para moluscos con fines de inactivar el ADN del esperma, y producir 
larva ginogenética.     

Especie Intensidad de radiación UV Duración del 
tratamiento 

Densidad de esperma 
por ml (x 106 ) Autor(es) 

Chlamys nobilis 
I: 1,140 µW / cm2 / s 
T: 57,000 a 102,600  µW / cm2 

50 a 90 s 20 Goswami, 
1991 

     

Crassostrea gigas 
I: 1,214.7 µW / cm2 / s 
T: 109,320 µW / cm2  

90 s 0.04 Goswami, 
1993 

     
 I: 1,080 µW / cm2 / s 

T: 324,000 a 388,800 µW / cm2 
5 a 6 min 

 
5 Guo et al., 

1993 
     
 I: 720 µW / cm2 /  s 

T: 43,200 µW / cm2   
60 s 10 Li et al., 

2000c 
     
Crassostrea 
gryphoides 

n.i. 40 a 60 s n.i. Goswami, 
1995 

     
Haliotis discus 
hannai 

I: 420 µW / cm2 / s 
T: 12,600 a 25,200 µW / cm2  

30 a 60 s 
 

40 Arai et al., 
1984 

     
 I: 600 µW / cm2 / s 

T: 12,000 µW / cm2  
20 s 4 Fujino et al., 

1990 
     
 I: 720 µW / cm2 /  s 

T: 14,400 720 µW / cm2  
20 s 4 Li et al., 

2000a 
     
Mulinia lateralis n.i. n.i. n.i. Guo y Allen, 

1995 
     
Mytilus edulis n.i. 15 min 20 Fairbrother, 

1994 
     
Mytilus 
galloprovincialis 

I: 620 µW / cm2 / s 
T: 74,400 µW / cm2  

2 min 7.6 Scarpa et al., 
1994a 

     
Patinopecten 
yessoensis 

I: 720 µW / cm2 / s 
T: 36,000 a 43,200 µW / cm2  

50 a 60 s 
 

10 Li et al., 
2000b 

n.i.  no incluido por autor(es).   
 I = Intensidad de irradiación UV.   
T = Irradiación total con luz UV [ (µW / cm2 / s) * (s) ] 
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1.1.5. Evaluación de la ploidía 

El éxito en la inducción a la poliploidía necesita ser evaluado de alguna manera. Esta 

evaluación puede ser en los distintos estadios de vida de los organismos y puede llevarse a 

cabo por alguno de los siguientes métodos: conteo de cromosomas o citometría de flujo 

entre otros (Beaumont y Fairbrother, 1991). Dos de estos métodos son los comúnmente 

utilizados en evaluar la poliploidía en moluscos. El conteo de cromosomas es un método 

directo que ha sido utilizado para evaluar la poliploidía en embriones o larvas trocóforas de 

abulones (Arai et al., 1986; Curatolo y Wilkins, 1995;  Yang et al., 1997; Zhang et al., 

1998). El método implica la obtención de cromosomas en metafase para su observación al 

microscopio, debiendo tener los triploides 1.5 y los tetraploides 2 veces el número de 

cromosomas que los diploides. La técnica de citometría de flujo para obtener cantidades de 

ADN relativa también ha sido empleada para evaluar la ploidía en larvas trocóforas y 

postlarvas de abulones (Stepto y Cook, 1998; Norris et al., 2000; Maldonado-Amparo et al., 

2001). La técnica implica la tinción del núcleo de las células con un colorante fluorescente 

específico para ADN-ARN como DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) o yoduro de propidio. 

Las células teñidas en suspensión, son excitadas por un láser  y pasadas a través de la zona 

sensible de un analizador citofluorográfico donde se registra la intensidad de fluorescencia. 

Idealmente los valores modales de la triploidía deberían ser 1.5 veces y los de la 

tetraploidía 2 veces más grandes que los valores de los diploides (Beaumont y Fairbrother, 

1991). Esta es la técnica más común en evaluaciones de poliploidía debido a su relativa 

facilidad. 
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1.1.6. Hibridación  

Las  metodologías para la creación de organismos poliploides se han conjuntado con 

técnicas de hibridación en algunas especies de peces, para producir individuos alotriploides 

(triploides híbridos), observándose que esto provee a los híbridos triploides con una mayor 

viabilidad que la observada cuando los híbridos son diploides (Arai, 1984 y 1986; García-

Abiado et al., 2001; Wills et al., 1994; Yamano et al., 1988). Otra ventaja de estos 

organismos es que también se ha observado un mayor crecimiento en los alotriploides que 

los autotriploides y los híbridos diploides (Goudie, 1998). En moluscos con excepción de 

unos estudios en el género Crassostrea (Allen et al., 1993; Huayong y Allen, 2002) no 

existen reportes de producción de alotriploides. 

En haliótidos de Norteamérica se ha reportado la existencia de híbridos silvestres de 

abulón, los cuales han sido inferidos como ‘hibridos’ por características fenotípicas de la 

concha y el epipodio, que en los híbridos son intermedias entre las especies parentales 

(Owen, 1971). Adicionalmente, existen varios reportes que indican que se ha logrado 

producir híbridos diploides viables de abulón, los cuales presentan mayores tasas de 

crecimiento que una o ambas especies parentales. Entre las especies en que se ha evaluado 

la hibridación están Haliotis rufescens x H. fulgens, H. rufescens x H. sorenseni, H. 

rufescens x H. corrugata (Leighton y Lewis, 1982), H. kamtschatkana x H. discus hannai 

(Hoshikawa et al., 1998), Nordotis madaka x N. gigantea, N. gigantea x N. madaka, N. 

gigantea x N. discus, N. madaka x N. discus (Koike et al., 1988).   

Un problema asociado a la hibridación inducida es que raramente se ha demostrado a 

nivel genético si realmente los presuntos híbridos son tales, es decir, no se ha realizado una 
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certificación genética. Por ejemplo, de los tres reportes de hibridación inducida en 

abulones, Hoshikawa et al. (1998) son los únicos que reportan la confirmación genética de 

la hibridación. Para otras especies de moluscos en los que se han reportado hibridaciones 

como en el caso del género Crassostrea, Gaffney y Allen (1993) hacen una revisión de los 

reportes, encontrando que la mayoría  de los supuestos híbridos carecen de una adecuada 

certificación genética y concluyen que no existe una evidencia inequívoca de la existencia 

de híbridos interespecíficos viables entre las especies del género Crassostrea. 

 

1.1.7. Certificación genética de híbridos  

Existen varios métodos que permiten certificar genéticamente  a los híbridos. Por 

ejemplo, la cuantificación relativa de ADN por medio de citometría de flujo (Park et al., 

2003; Allen et al., 1993) en donde se espera que el pico de fluorescencia promedio de las 

células de los híbridos sea intermedio entre las dos especies parentales, y sin que exista un 

traslape en sus intervalos de confianza. Otro método que ha sido utilizado para la 

certificación genética de la hibridación es el análisis de alozimas  (Allen y Gaffney, 1993; 

Calcagnotto, 1999; Moralee, 2000; Weck y Brandon, 2000; Bruwer y van der Bank, 2002; 

Park et al., 2003). Las alozimas son enzimas producto de diferentes alelos en un mismo 

locus. Su estudio se realiza mediante electroforesis en geles de poliacrilamida o almidón. El 

proceso básico de electroforesis consiste en la migración diferencial que las distintas 

proteínas experimentan a través de un soporte semisólido (gel) cuando se les expone a la 

acción de un campo eléctrico. Una vez transcurrida la electroforesis, la posición de las 

proteínas se visualiza mediante un proceso de tinción que revela bandas en el gel. Los 
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individuos homocigotos presentarán una sola banda que corresponde a un mismo alelo y los 

heterocigotos dos o más bandas dependiendo de si la enzima esta compuesta de una o más 

subunidades (Rebordinos y Cross 2000). Para detectar híbridos se buscan enzimas que 

tengan alelos únicos en cada locus pero distintos para cada especie, de manera que al 

someterlos a electroforesis tengan un corrimiento diferencial entre las especies parentales. 

Así, los híbridos pueden ser identificados como aquellos individuos heterocigotos que 

presenten las dos variantes alélicas, una de cada especie parental.  

 

1.1.8. Justificación  

En este trabajo, se pretendió evaluar la factibilidad de producir triploides y tetraploides 

utilizando como progenitoras a hembras presuntamente ‘híbridas’  de abulón rojo y azul, y 

a machos de abulón rojo. Hipotéticamente, la utilización de hembras híbridas nos permitiría 

obtener progenie alotriploide y alotetraploide. Con la obtención de triploides híbridos se 

busca conjuntar por un lado los beneficios que la hibridación conlleva, y por otro el 

aumento en la tasa de crecimiento de los triploides. La hibridación entre especies busca 

lograr en la progenie una combinación de rasgos de las dos especies parentales o un ‘vigor 

híbrido’ que ocurre cuando la progenie supera a los progenitores. Por ejemplo, los híbridos 

pueden tener una mayor tasa de crecimiento o mejor tolerancia a factores ambientales que 

las especies parentales.  

Por otro lado, al no existir  un antecedente de producción de tetraploides en abulón en 

este trabajo se evalúa un método que teóricamente produciría tetraploides y permitiría 

transmitir el genotipo híbrido a la progenie dando como resultado una progenie 
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alotetraploide. Tales tetraploides en un futuro nos permitirían la producción de alotriploides 

biológicos. La obtención de alotriploides y alotetraploides estuvo supeditada al hecho de 

que las hembras progenitoras utilizadas fueran realmente híbridas, que de no ser así la 

progenie obtenida sería simplemente autotriploide o autotetraploides.  

Cabe mencionar que un éxito en la producción de triploides y tetraploides se traducirá 

en beneficio para la industria de la acuacultura del abulón, siempre y cuando la progenie 

poliploide sea capaz de llegar a la talla de cosecha y que los triploides tengan una ventaja 

productiva sobre los diploides. A su vez, los tetraploides son exitosos si llegan a la edad 

adulta y son capaces de reproducirse y de producir progenie viable.  

Este trabajo no pretende la evaluación de tales aspectos de crecimiento, pero sí la 

evaluación de la viabilidad a larva trocófora y postlarva de los organismos triploides y de 

los tetraploides ginogenéticos, etapas críticas de este tipo de inducciones. 

 Desde el punto de vista productivo la importancia de este trabajo es el avance en las 

técnicas para la producción de triploides biológicos al evaluar los métodos que podrían ser 

utilizados para la producción de tetraploides, y la evaluación de la factibilidad de producir 

alopoliploides  a partir de híbridos adultos. Desde el punto de vista del conocimiento 

científico, la importancia de este trabajo radica en la generación de los cariotipos de dos 

especies de abulón para los cuales no existía ninguna información, y el desarrollo de 

metodologías de certificación genética de la condición de híbrido. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la inducción a la ginogénesis, triploidía y tetraploidía en abulón rojo, 

certificando genéticamente a los poliploides producidos, evaluar métodos para la 

certificación genética de  presuntos híbridos de H. rufescens y H. fulgens (análisis de 

alozimas y de citometría de flujo), y obtener cariotipos de las especies parentales. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Obtener los números cromosómicos y cariotipos de H. rufescens y H. fulgens para su 

comparación y aplicación en la certificación genética de poliploides. 

2. Evaluar el éxito de inducción a la triploidía utilizando CB para inhibir la extrusión 

del segundo cuerpo polar en huevos de H. rufescens, evaluando su supervivencia a larva 

trocófora y postlarva. 

3. Evaluar el mejor tiempo de irradiación del esperma de H. rufescens con luz UV para 

lograr la condición haploide en esta especie. 

4. Evaluar el éxito en la inducción a la ginogénesis en condición diploide al inhibir el 

segundo cuerpo polar en huevos de H. rufescens, evaluando su supervivencia a larva 

trocófora y postlarva. 

5. Evaluar el éxito de inducción a la tetraploidía empleando la ginogénesis más la 

inhibición de la extrusión del primer cuerpo polar en huevos de H. rufescens, evaluando su 

supervivencia a larva trocófora y postlarva. 
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6. Evaluar el éxito a la tetraploidía utilizando CB para inhibir la primera división 

celular en huevos de H. rufescens, evaluando su supervivencia a larva trocófora y postlarva. 

7. Certificar mediante los métodos de citometría de flujo y electroforesis de enzimas a 

presuntos híbridos existentes en una granja comercial, a través de análisis comparativos con 

las especies parentales de abulón azul (H. fulgens) y abulón rojo (H. rufescens). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



               19
       

3. HIPÓTESIS 

 

1. El número cromosómico diploide de H. rufescens y H. fulgens es 2n = 36, lo cual es 

útil para la certificación genética de poliploides, y sus cariotipos son diferentes. 

2. La inhibición del segundo cuerpo polar en huevos de H. rufescens produce larvas 

trocóforas y postlarvas triploides. 

3. La irradiación del esperma de H. rufescens con luz UV es capaz de inactivar su 

ADN y los huevos fertilizados con este esperma producen embriones haploides en H. 

rufescens. 

4. La inhibición de la segunda división celular en huevos de H. rufescens fertilizados 

con esperma irradiado con luz UV, produce larvas trocóforas y postlarvas diploides 

ginogenéticas. 

5. El método de ginogénesis más la inhibición del primer cuerpo polar en huevos de H. 

rufescens produce larvas trocóforas y postlarvas tetraploides. 

6. La inhibición de la primera división celular en huevos de H. rufescens no resulta en 

larvas tetraploides viables.  

7. Los presuntos híbridos evaluados genéticamente son en realidad híbridos.  

8. Los análisis de alozimas y de citometría  de flujo son igualmente útiles para la 

certificación genética de híbridos de H. rufescens y H. fulgens. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. CARIOTIPOS 

Los cariotipos fueron obtenidos a partir de larvas. Para la obtención de metafases en 

larvas trocóforas de abulón, se indujeron al desove por separado a ocho individuos adultos 

cultivados de H. rufescens (abulón rojo) y a 8 individuos silvestres de H. fulgens (abulón 

azul), en la granja ‘B.C. Abalone’ en Eréndira, Baja California y en el laboratorio de 

producción de semilla de la cooperativa de Buzos y Pescadores de la Isla Natividad en Baja 

California Sur. Se realizó la fertilización de los huevos en cada caso y se tomaron muestras 

de larvas trocóforas recién eclosionadas, 21 h después de la fertilización en el caso del 

abulón rojo y 14 h después de la fertilización en el caso del abulón azul. Las larvas fueron 

depositadas  en tubos eppendorft (1.7 mL).  

El procesamiento de las muestras fue similar al procedimiento reportado por Miyaki et 

al. (1997) para especies de abulón asiático (Nordotis discus y Nordotis gigantea).  

Inmediatamente después de tomar la muestra, los tubos con las larvas se centrifugaron a 

6400 rpm durante 15 a 20 segundos en una minicentrifuga DW-41 de Qualitron Inc. Se 

retiró el agua de mar con una pipeta Pasteur de plástico, se agregó el mitostático Colchicina 

0.1% (en agua de mar) y se mantuvieron en éste durante 2 horas, centrifugando nuevamente 

y retirando el mitostático. Las larvas se sometieron a un choque hipotónico con Citrato de 

Sodio 1% (en agua destilada), eliminándolo después de 40 minutos y se añadió el fijador 

Carnoy (metanol-ácido acético 3:1, v:v). Se hicieron tres cambios del fijador cada 15 min y 

posteriormente se guardaron en refrigeración hasta su procesamiento. Dentro de los 

primeros diez días después de tomar las muestras de larva trocófora se realizaron 
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preparaciones fijas en el laboratorio. En un portaobjetos limpio, etiquetado con lápiz, se 

colocaron de 50 a 100 larvas en dos gotas de ácido acético al 60% a 4º C. Se maceraron con 

un bisturí para obtener una suspensión celular a la cual se le aplicaron 2 ó 3 gotas de fijador  

Carnoy desde una altura de 10 a 15 cm para expandir las células. Para el secado, se pasó la 

laminilla por una flama, de un mechero de alcohol, y posteriormente se dejó secar a 

temperatura ambiente durante una hora. Las preparaciones fijadas fueron teñidas con el 

colorante Giemsa al 10% (en buffer de fosfatos) durante 10 min. El teñido se realizó dentro 

de los primeros 15 días después de su elaboración. En el apéndice I se describe la 

metodología para la preparación del colorante. 

Las preparaciones se observaron en un microscopio Olympus BX41 con el objetivo de 

100X. Se digitalizaron las mejores imágenes utilizando una cámara Cool SNAP-Pro de 

Media Cibernetics y se transfirieron al programa de análisis de imágenes Image-Pro Plus 

4.5.  

El número cromosómico se obtuvo contando directamente al microscopio los 

cromosomas de 59 metafases para abulón rojo y de 60 para abulón azul. Para definir las 

características cuantitativas de los cromosomas, es decir, longitud relativa e índice 

centromérico, se seleccionaron las mejores imágenes de metafases encontradas en distintas 

preparaciones para asegurar que pertenecieran a distintas larvas. A partir de una impresión 

amplificada de cada imagen, se recortaron los cromosomas, se ordenaron por longitud 

relativa y se midieron en escala milimétrica los brazos cortos (p) y los brazos largos (q) de 

cada cromosoma. Con las medidas se obtuvieron los siguientes parámetros citogenéticos: 

longitud relativa (LR) de acuerdo a Thiriot-Quiévreux (1984), índice centromérico (IC) y 
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relación de brazos (RB) de cada cromosoma de acuerdo a Levan et al. (1964) utilizando las 

siguientes ecuaciones: 

(1) LR = (Longitud del cromosoma / Longitud total haploide) * 100    

(2)  Longitud del cromosoma = p promedio + q promedio                

(3) Longitud total haploide = Suma de longitudes de todos los cromosomas / 2 

(4) IC = (p promedio / Longitud del cromosoma) * 100 

(5) RB = (p promedio / q promedio) * 100    

Con los datos obtenidos de LR e IC se formaron pares de cromosomas  de cada 

metafase y se obtuvieron promedios de LR e IC de cada par de homólogos. Se 

cuantificaron cinco cariotipos para la especie H. rufescens y cuatro para H. fulgens. Para 

cada especie se identificaron los pares semejantes en todos los cariotipos asignándoles un 

número. Se obtuvieron los promedios y  desviaciones estándar para la LR y el IC de los 

pares semejantes de todos los cariotipos para cada especie. Con base en los promedios de 

IC, se denominó a cada uno de los cromosomas utilizando la clasificación dada por Levan 

et al. (1964). Ver figura 1. 

 

Metacéntrico Submetacéntrico  Subtelocéntrico Acrocéntrico         Telocéntrico* 

                                         
     Índice  

Centromérico >37.5 37.5 - 25 25 – 12.5 12.5->0          0 
 
Fig. 1. Nomenclatura cromosómica de acuerdo a Levan et al. (1964) basada en índice 
centromérico. *Centrómero terminal sensu stricto. 

p 

q 

p 

q 

p

q q 

p

q
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Los cromosomas cuyo valor de la media del IC se ubicó ±0.5 del valor límite de dos 

diferentes tipos de cromosomas (i.e. si el IC estaba entre 37 y 38, ó si entre 24.5 – 25.5) 

fueron clasificados como intermedios entre las dos clases (i.e. m-sm y sm-st).   

El número fundamental se estimó de acuerdo a White (1973), asignando un valor de 4 

a los pares de cromosomas metacéntricos, submetacéntricos y subtelocéntricos, y un valor 

de 2 a los pares subtelocéntricos. La figura del cariotipo de cada especie se formó con la 

mejor metafase encontrada, ordenando los pares de cromosomas por longitud relativa.  

Se definieron similitudes cromosómicas entre las dos especies basadas en intervalos de 

confianza para medias ajustadas (least square means), obtenidas mediante  un análisis 

estadístico (ANOVA) comparando a las dos especies tanto para las longitudes relativas de 

los cromosomas como por sus índices centroméricos. Solo aquellos cromosomas en los que 

el intervalo de confianza (P < 0.05) de ambos, longitud relativa e índice centromérico 

fueron iguales para las dos especies, se consideraron como posibles pares similares. No se 

intentó definir más pares si no se encontraba esa asociación. 

 
 
4.2. INACTIVACIÓN DEL ADN DE ESPERMA DE ABULÓN ROJO POR 

IRRADIACIÓN CON LUZ ULTRAVIOLETA 

 

4.2.1. Definición del tiempo óptimo de irradiación por motilidad del esperma. 

Con este primer experimento se buscó obtener el tiempo máximo de irradiación para 

inactivar el ADN del esperma sin afectar su motilidad.  Se indujeron al desove a individuos 
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adultos de abulón rojo (5 machos) en la granja comercial ‘B. C. Abalone’ en Eréndira, Baja 

California. Para la inducción se colocó a los animales en una caja de plástico de 17 L con 

agua tratada con luz UV, agregando Trizma (concentración final: 0.6 M) y Peróxido de 

Hidrógeno al 30% (1 ml/L).  Se mantuvieron en ésta solución en oscuridad, sin aireación o 

recambio de agua por 2 h, después se hizo un recambio total del agua y los animales 

iniciaron la liberación de gametos. Con el esperma se preparó una solución de 4 x 106  

espermas / ml, tomando de ésta  35 ml para cada una de las dosis de irradiación a evaluar: 1, 

3, 6 y 9 min. Los 35 ml se depositaron en un plato refractario de vidrio transparente 

(dimensiones: 23.5 X 14.5) creando una capa de ~1 mm de espesor. La irradiación del 

esperma con luz UV se realizó dentro de una caja de madera, la cual constaba en su parte 

interna superior con una lámpara de luz UV de 15 W estándar germicida (λ: 230 nm), y en 

la parte interna inferior con una superficie deslizable que permitía mover (agitar) la 

suspensión de esperma en dirección horizontal desde el exterior de la caja. La distancia de 

la lámpara a la solución de esperma fue constante, de 20 cm, lo cual resultó en la aplicación 

de una intensidad de luz de 900 µW/cm2/s sobre la superficie de la solución. Para cada 

tratamiento evaluado la cantidad total de irradiación recibida fue la siguiente:  1 min – 

54,000 µW/cm2, 3 min – 162,000 µW/cm2, 6 min – 324,000 µW/cm2, 9 min – 486,000 

µW/cm2.  

Se evaluó cualitativamente bajo el microscopio con el objetivo de 4X  la motilidad de 

esperma no irradiado y del esperma sometido a diferentes dosis de irradiación. Se calculó el 

porcentaje de esperma móvil en una muestra de la solución de 4 X 106 espermas / ml 

(control) y en las soluciones de esperma con distintos tiempos de irradiación, observando y 
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calificando la velocidad de movimiento del esperma en las soluciones irradiadas relativas al 

control.  

 

4.2.2. Definición del tiempo óptimo de irradiación para producción de haploides. 

Al establecer el tiempo máximo de irradiación que produjo  espermatozoides móviles 

se logró también precisar el tiempo óptimo de irradiación que produjo el mayor porcentaje 

de embriones haploides. Se indujeron al desove a individuos cultivados adultos de abulón 

rojo (6 machos y 6 hembras) en la granja B. C. Abalone en Eréndira, Baja California, 

utilizando la misma metodología que la descrita para machos en la sección 2.1. A partir del 

desove obtenido se conformaron 12 subgrupos, cada uno con 200,000 ovocitos y se 

fertilizaron con esperma no irradiado (normal) o con esperma irradiado con luz ultravioleta 

(900 µW/cm2/s) de acuerdo a los siguientes tratamientos: los ovocitos de tres grupos fueron 

fertilizados con esperma no irradiado (0 s), tres con esperma irradiado con luz UV por 20 s, 

tres con esperma irradiado por 40 s y tres con esperma irradiado por 60 s (Fig. 2) El 

procedimiento para la irradiación con luz UV del esperma fue el mismo descrito en la 

sección 2.1 con algunas variantes que se describen a continuación.  La solución de esperma 

preparada fue de 8 X 106 espermas / ml. Para cada tratamiento evaluado la cantidad total de 

irradiación recibida fue la siguiente:  20 s – 18,000 µW/cm2, 40 s – 36,000 µW/cm2, 60 s – 

54,000 µW/cm2.   
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Fig. 2. Esquema del experimento para la definición del tiempo óptimo de irradiación para la 
producción de haploides. 
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Para cada subgrupo de ovocitos se agregaron 10 ml de la solución de esperma, 

fertilizando primero las tres repeticiones del control con esperma no irradiado, y para los 

tres grupos fertilizados con esperma irradiado por diferentes tiempos, éste fue agregado a 

cada repetición inmediatamente después de someterlo a irradiación. La concentración final 

de espermatozoides en cada repetición fue de 400,000 células / ml (SEPESCA, 1994) y la 

proporción  de ovocitos: espermatozoides fue de 1: 400.  Simultáneamente a la 

fertilización, se evaluó la motilidad del esperma con los mismos procedimientos descritos 

en la sección 4.2.1. 

Las observaciones preliminares realizadas en huevos fertilizados con esperma irradiado 

mostraban que no se obtenían larvas trocóforas eclosionadas a partir de huevos fertilizados 

con esperma irradiado, por lo que se decidió evaluar el desarrollo a embrión cuatro horas 

después de la fertilización y no la supervivencia a trocófora. Con este fin se estimó el 

porcentaje de embriones en desarrollo en cada tratamiento tomando 3 muestras de cada 

repetición / tratamiento. Los embriones se observaron al microscopio con el objetivo de 4X, 

definiendo como desarrollados a aquellos que se encontraban en estadio de 16 ó mas 

células. Se realizó un análisis de varianza de un factor (tiempo de irradiación) para definir 

si existían diferencias en el porcentaje de huevos en desarrollo entre los diferentes tiempos 

de irradiación evaluados. Se utilizó una prueba de Duncan para comparaciones de medias. 

La significancia estadística fue preestablecida a P < 0.05.  

La ploidía resultante en los embriones producidos en los diferentes tratamientos fue 

evaluada por medio de conteo de cromosomas. Se tomaron muestras de larvas trocóforas no 

eclosionadas de cada grupo experimental, incluyendo los controles. Para la obtención de 
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cromosomas en metafase a partir de las larvas se siguió el mismo método descrito en este 

trabajo para la obtención de cariotipos. Se hizo una prueba estadística para determinar el 

número de metafases mínimo requerido como tamaño de muestra para determinar la ploidía 

en cada grupo, evaluando la ploidía en muestras de 30, 40, 50, 60 y 70 metafases en un 

grupo control. Se utilizó una prueba de 2χ   (Zar, 1999) que compara más de dos 

proporciones (ecuación 5), para saber si existían diferencias entre el número de diploides 

encontrados en cada conteo con diferente tamaño de muestra: 

(5)       
( )∑
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−
=

k

i i

ii

qpn
pnX

1

2
2χ        

donde, Xi es el número de metafases diploides encontradas, ni es el número de metafases 

contadas, p es el promedio de las proporciones pi = (Xi/ni) y q  es el promedio de 1-pi.  

 

 
 
4.3. INDUCCIONES A LA TRIPLOIDÍA Y TETRAPLOIDÍA   

 

Se realizaron un total de tres experimentos con estos fines.  Debido a que algunos de los 

tratamientos variaron entre el primero y los dos últimos, el primer experimento es descrito 

en forma independiente.  
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4.3.1. Primer Experimento. Desoves combinados 

Se indujeron al desove a abulones adultos en la granja comercial ‘B. C. Abalone’ 

ubicada en Eréndira, Baja California. El procedimiento para lograr el desove fue el mismo 

que  se describe en la metodología del experimento 1 de la sección 2.1. Se formaron tres 

grupos, cada uno derivado de los ovocitos producidos por 6 hembras que se consideraban 

híbridas (H. rufescens x H. fulgens), y se fertilizaron con espermatozoides provenientes de 

5 machos de la especie H. rufescens. El número efectivo de machos que  aportaron esperma 

no fue evaluado. De cada grupo de desove se colectaron 1.8 X 106  ovocitos que se 

dividieron en 6 partes iguales cada una con 300,000 ovocitos, para los 6 tratamientos a 

evaluar. Con el esperma de los machos se preparó una solución de 8 X 106 espermatozoides 

/ ml. De los seis grupos de ovocitos, tres fueron fertilizados con esperma normal y tres con 

esperma irradiado con luz UV (900 µW / cm2 / s) durante 60 s. De los tres grupos que 

fueron fertilizados con espermatozoides  no expuestos a luz UV, uno correspondió a un 

control diploide (CC), otro a un grupo inducido a la triploidía (T) al que se le inhibió la 

extrusión del 2do. cuerpo polar con citocalacina-B (CB), y el tercer grupo fue inducido a la 

tetraploidía (DC), tratando a los huevos con CB para inhibir la primera división celular. De 

los grupos que fueron fertilizados con esperma UV irradiado, el primero (CUV) 

correspondió al control haploide, el segundo grupo fue inducido a la tetraploidía (4N) 

tratándolo con CB para inhibir la extrusión del 1er. y 2do. cuerpo polar,  y el tercer grupo 

fue inducido a restaurar el número diploide de cromosomas (DCUV) al tratarlo con 

citocalacina-B para inhibir la primera división celular (ver tabla II). Los tratamientos 

anteriores se aplicaron en cada uno de los tres grupos de huevos obtenidos de los desoves, 
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teniéndose por lo tanto tres repeticiones del experimento. La metodología para irradiar el 

esperma con luz UV fue la misma que en la sección 2.2. Para cada grupo de huevos, se 

agregaron 10 ml de la solución de 8 X 106 espermas / ml, fertilizando primero a los grupos 

con esperma no irradiado y después a los grupos con esperma irradiado. Para los grupos 

fertilizados con esperma irradiado éste fue agregado inmediatamente después de ser 

sometido a la irradiación. La concentración final del esperma en los grupos fue de 400,000 

espermas / ml (SEPESCA, 1994) con una proporción  de óvulo: espermas de 1: 400. Ver 

figura 3. 

La inhibición de la extrusión de los cuerpos polares y de la primera división celular se 

realizó utilizando 0.5 mg/L de citocalacina-B (CB), concentración previamente establecida 

como adecuada para lograr la inhibición de eventos meióticos en abulón rojo (Maldonado 

et al., 2001). Para la inducción a la triploidía la CB fue adicionada cuando se observó en el 

grupo control de cada replica que el 50% del primer cuerpo polar había sido liberado, 

concluyendo el tratamiento cuando el 50% del grupo control presentó la liberación del 

segundo cuerpo polar (Allen y Bushek, 1992). Para la inducción a la tetraploidía por 

inhibición de la primera división celular se adicionó la CB cuando el 50% de los huevos en 

los grupos controles mostraron el segundo cuerpo polar, concluyéndose cuando el 50% de 

los cigotos estaban en primera división celular. Para la inducción a la tetraploidía por 

inhibición del primer y segundo cuerpo polar en huevos fertilizados con esperma irradiado 

el tratamiento con citocalacina B (CB) se inició seis min post-fertilización, concluyéndose 

cuando en el grupo control se observó el 50% de los huevos con el segundo cuerpo polar.  

La temperatura del agua durante las inducciones fue de 19º C. Al final de cada tratamiento 
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con CB los huevos fueron lavados agregando un volumen de dimetil sulfóxido (DMSO) 

igual al aplicado de citocalacina B, manteniéndolos 15 minutos en esta solución, y haciendo 

después un recambio total del agua. Ver figura 4.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3. Esquema del primer experimento de inducción a la poliploidia con desoves 
combinados. Se conformaron tres repeticiones del experimento. CC = Control diploide; 
CUV = Control haploide; T = Triploide; 4N = Tetraploide; DC = Inhibición de la primera 
división celular más esperma no irradiado; DCUV = Inhibición de la primera división 
celular más esperma irradiado. 

1.8 X 106  HUEVOS 
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SOLUCIÓN  DE 8 X106

ESPERMAS / ML 
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Fig. 4. Diagrama de los tratamientos aplicados en el primer experimento. CP1 = Primer 
cuerpo polar; CP2 = Segundo cuerpo polar; DC1 = Primera división celular; CC = Control 
diploide; CUV = Control haploide; T = Triploide; 4N = Tetraploide; DC = Inhibición de la 
primera división celular más esperma no irradiado; DCUV = Inhibición de la primera 
división celular más esperma irradiado. 
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Tabla II. Diseño experimental en el primer experimento, indicando los tratamientos 
aplicados a cada grupo dentro de cada tipo de esperma y la  ploidía esperada para cada 
tratamiento bajo condiciones de meiosis normal. 
Tipo de esperma 

utilizado 
Grupo: repeticiones Tratamiento  evaluado               Ploidía esperada 

    
CC:   1-3 Control 2n 
T:   1-3 Inhibición del 2do. cuerpo polar 3n 

Normal 
 

DC:   1-3 Inhibición de la 1ra. división celular 4n 
    

CUV:   1-3 Control n 
4N:   1-3 Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 4n 

Irradiado 
 

DCUV:   1-3 Inhibición de la 1ra. división celular 2n 

 

Se evaluó la supervivencia absoluta de huevo a larva trocófora eclosionada y a 

postlarva, estimándola a partir de tres muestras de volumen conocido de cada grupo. Se 

estimó también la supervivencia relativa en los grupos tratados, utilizando como valor 

comparativo la supervivencia observada en el control diploide (CC).  Los porcentajes de 

larva superviviente en cada tratamiento se transformaron a arcoseno (Zar, 1999) para su 

análisis estadístico. Se realizó un análisis de varianza anidado para establecer si existían 

diferencias en supervivencia entre los grupos fertilizados con distinto esperma, así como 

entre los grupos fertilizados con el mismo tipo de esperma. Se utilizó una prueba de 

Duncan para comparaciones de medias. La significancia estadística fue preestablecida a P < 

0.05. 

En trocófora se evaluó la ploidía por medio de conteo de cromosomas, tomando 

muestras de larvas trocóforas en todas las repeticiones por tratamiento. Para la obtención de 

cromosomas en metafase se siguió el mismo método descrito en este trabajo para la 

obtención de cariotipos (sección 4.1). En estadio de postlarva se tomaron muestras de cada 

repetición por tratamiento para evaluar la ploidía por medio de citometría de flujo, 
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siguiendo los procedimientos originalmente desarrollados por Allen (1983) y modificados 

para larvas por Allen y Bushek (1992). Las postlarvas se colectaron en tubos eppendorff de 

1.7 mL con agua de mar y fueron guardadas en una hielera para su transporte al CIBNOR. 

En el laboratorio, las larvas fueron centrifugadas, teñidas con 0.5 mL de una solución de 

DAPI / detergente / DMSO (apéndice II) y maceradas con un pistilo de plástico formando 

una suspensión celular. La suspensión fue filtrada en una malla con abertura diagonal de 30 

µm, agregando 1.5 mL de la solución DAPI / detergente / DMSO antes de su lectura en un 

citómetro de flujo (Ploidy Analyser PA-II, Partec, Alemania). 

 

4.3.2. Segundo y tercer experimento. Desoves individuales. 

Se realizaron dos experimentos adicionales para evaluar el éxito en la inducción a la 

poliploidía en hembras presuntamente híbridas.  Las diferencias con el experimento anterior 

fueron dos:  1) siguiendo las recomendaciones de Eudeline et al. (2000), las inducciones se 

realizaron con ovocitos derivados de desoves individuales de 5 hembras adicionales a las 

utilizadas en el primer experimento y 2) no se intentó inducir a la poliploidía por inhibición 

de la primera división celular, basando esta decisión en los resultados obtenidos en el 

primer experimento. 

El segundo experimento se llevó a cabo en enero del 2003 y el tercero en mayo del 

2003. Se indujeron al desove a abulones adultos en la granja comercial B. C. Abalone en 

Eréndira, Baja California. El procedimiento para lograr el desove en ambos experimentos 

fue el mismo que se describe en la metodología de la sección 4.2.2. En el segundo 

experimento se utilizaron los ovocitos de cinco hembras supuestamente híbridas (H. 
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rufescens x H. fulgens) que desovaron en forma individual, y el esperma mixto de un grupo 

de cuatro machos de abulón rojo. Para el tercer experimento  se utilizaron los huevos de 

otras cinco hembras consideradas híbridas que se hicieron desovar de manera individual y 

el esperma mixto de un grupo de 15 machos de abulón rojo. En ambos experimentos el 

número efectivo de machos que aportaron esperma no fue evaluado. 

 En el segundo experimento el número de huevos totales utilizados varió entre 

hembras. Sin embargo, el número de huevos utilizados entre tratamientos para cada hembra 

fue el mismo (Tabla III). En el tercer experimento de inducción a la poliploidía, se tomaron 

1 X 106 ovocitos por hembra. En ambos experimentos los huevos de cada hembra fueron 

divididos en cinco partes iguales, para los 5 tratamientos a evaluar. En cada experimento, 

del esperma de los machos se preparó una solución con una concentración de 8 X 106 

espermatozoides / mL.  

Para los dos experimentos, de los 5 grupos por hembra, dos (CC y T) fueron 

fertilizados con esperma normal y tres (CUV, T y 4N) con esperma irradiado con luz UV 

(900 µW/cm2/s) durante 60 s. La metodología para irradiar el esperma con luz UV fue la 

misma utilizada en la sección 4.2.2. De los dos grupos que fueron fertilizados con esperma 

normal, el grupo ‘CC’ correspondió al tratamiento control, y el grupo ‘T’ (triploide) al 

tratamiento de inhibición de la extrusión del 2do. cuerpo polar con citocalacina-B (CB). Se 

siguieron los mismos procedimientos en cuanto a tiempos de inicio y conclusión de 

tratamientos que en el primer experimento (Allen y Bushek, 1992).  De los grupos que 

fueron fertilizados con esperma UV irradiado, el grupo ‘CUV’ correspondió al tratamiento 

control haploide irradiado, el grupo ‘G’ (ginogenético) al tratamiento para inhibir la 
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extrusión del 2do. cuerpo polar con CB y de esta manera restaurar el número diploide, y el 

tercer grupo ‘4N’ (tetraploide) al tratamiento de inhibición de la extrusión del 1er. y 2do. 

cuerpo polar con CB (ver tabla IV).  La inhibición de la extrusión de los cuerpos polares se 

realizó utilizando una concentración de 0.5 mg/L de citocalacina-B (Maldonado et al., 

2001). Para cada grupo de huevos, se agregaron 10 mL de la solución de 8 X 106 

espermatozoides / mL, fertilizando primero a los grupos ‘CC’ y ‘T’ con espermatozoides  

no irradiados y posteriormente a los grupos ‘CUV’, ‘G’ y ‘4N’ con el esperma irradiado.  

Para los grupos fertilizados con espermatozoides irradiados estos se  agregaron 

inmediatamente después de someterlos a la irradiación. En la figura 5 se esquematiza una 

repetición del experimento 3. La concentración final del esperma fue de 400,000 

espermatozoides / mL (SEPESCA, 1994) en ambos experimentos. La proporción óvulo: 

esperma en los grupos del segundo experimento fue variable (ver tabla II), en el tercer 

experimento fue 1: 400 para todos los grupos.  

La temperatura del agua durante las inducciones en ambos de estos experimentos fue 

de 16º C. Al final de cada tratamiento con CB los huevos fueron lavados agregando un 

volumen de DMSO igual al aplicado de CB, manteniéndolos 15 minutos en ésta solución, y 

haciendo después un recambio total del agua. Ver figura 6.  
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Fig. 5. Esquema del tercer experimento de inducción a la poliploidía con desoves 
individuales. Se conformaron cinco repeticiones del experimento. CC = Control diploide; 
CUV = Control haploide; G = Ginogenético; T = Triploide; 4N = Tetraploide. 
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Fig. 6. Diagrama de los tratamientos aplicados en el segundo y tercer experimentos. CP1 = 
Primer cuerpo polar; CP2 = Segundo cuerpo polar. CC = Control diploide; CUV = Control 
haploide; G = Ginogenético; T = Triploide; 4N = Tetraploide.  
 
 

4N 
Inhibición  
CPI y CPII 

Irradiado 
con luz UV 

 Inhibición 
de CP2 

4n

G 
Inhibición 

CPII 

Irradiado 
con luz UV 

2n

No 
irradiado 

CC 
Control 
diploide 

2n

CUV 
Control-UV

Irradiado 
con luz UV 

n

T 
Inhibición 

CPII 

No 
irradiado 

3n 

Lavado con DMSO 

CB  0.5 mg/L  

       Inhibición de CP2 

           Cultivo larvario 

t (min) 

25 

0 

5 

50 

Extrusión  
del CP1 

GRUPO 

OVOCITOS 
FERTILIZADO 

CON 
ESPERMA 

PLOIDÍA 
ESPERADA 

Extrusión  
del CP2 

CB  0.5 mg/L 

 Inhibición 
de CP1 



 39

Tabla III. Número total de huevos utilizados por hembra en el segundo experimento, y 
número para cada tratamiento. Se presenta la proporción final obtenida de ovocitos: 
espermatozoides. 

No. de 
hembra 

No. de ovocitos por 
hembra 

No. de ovocitos  por 
tratamiento 

Proporción ovocito: 
espermatozoide 

1 2.15 X 106 4.3 X 105 1: 186 
2 2.775 X 106  5.55 X 105 1: 144 
3 3.775 X 106 7.55 X 105 1: 106 
4 2.95 X 106 5.9 X 105 1: 136 
5 1.225 X 106 2.45 X 105 1: 327 

 

 

Tabla IV. Diseño experimental en el segundo y tercer experimento, indicando los 
tratamientos evaluados y la  ploidía esperada bajo condiciones de una meiosis normal. 
Tipo de esperma 

utilizado 
Grupo: repeticiónes Tratamiento evaluado Ploidía esperada 

    
No irradiado CC:   1-5 Control diploide 2n 
 T:   1-5 Inhibición del 2do. cuerpo polar 3n 
    
Irradiado CUV:   1-5 Control haploide n 
 G:   1-5 Inhibición del 2do. cuerpo polar 2n 

 4N:   1-5 Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 4n 

 

Se evaluó la supervivencia absoluta de huevo a larva trocófora eclosionada y a 

postlarva, estimándola a partir de tres muestras de volumen conocido en cada grupo. Se 

estimó también la supervivencia relativa en los grupos tratados, utilizando como valor 

comparativo la supervivencia observada en el control diploide (CC).  

En trocófora se evaluó la ploidía por medio de conteo de cromosomas, tomando 

muestras de larvas trocóforas en todas las repeticiones por tratamiento. Para la obtención de 

cromosomas en metafase se siguió el mismo método descrito en este trabajo para la 
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obtención de cariotipos (sección 4.3.1). En estadio de postlarva se tomaron muestras de 

todas las repeticiones por tratamiento para evaluar la ploidía por medio de citometría de 

flujo siguiendo los mismos procedimientos ya descritos en la sección 4.3.3.1. 

Los datos de supervivencia absoluta tanto en trocófora como en postlarva fueron 

transformados a arcoseno y sometidos a un análisis de varianza anidado para establecer si 

existían diferencias en supervivencia entre los grupos fertilizados con distinto esperma y 

entre los grupos fertilizados con el mismo tipo de esperma. Las medias obtenidas fueron 

comparadas por medio de un análisis de Duncan. La significancia estadística fue 

preestablecida a P < 0.05. 

 

4.4. CERTIFICACIÓN GENÉTICA  DE HEMBRAS PRESUNTAS ‘HIBRIDAS’ 

 

4.4.1. Análisis de alozimas 

4.4.1.1. Búsqueda de enzimas diagnósticas de especies parentales 

Con el fin de definir en primera instancia variantes alélicas únicas para H. fulgens (abulón 

azul) y H. rufescens (abulón rojo) se hicieron muestreos de 10 animales de abulón rojo y 10 

de abulón azul. Los animales se trasladaron vivos al laboratorio de Genética Acuícola en el 

CIBNOR La Paz, B. C. S, en una hielera sellada y oxigenada. El tiempo que transcurrió 

desde su empaque hasta la toma de la muestra fue de ~24 h. En el laboratorio se tomaron 

cuatro muestras de cada uno de los siguientes tejidos: epipodio, músculo aductor y glándula 
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digestiva, colocando cada muestra en un tubo eppendorft de 1.7 mL, identificado por 

especie y organismo, preservándolas hasta su análisis a –80º C en un ultracongelador.  

La electroforesis se realizó siguiendo metodologías descritas (Pasteur, 1988; May, 

1992; Benzie, 1993; Wilbur, 1995; Murphy et al., 1996)  en geles de almidón (Sigma) al 

12.5%, con los sistemas amortiguadores ‘R’ y ‘TC’ (apéndice III), estandarizando las 

técnicas para las enzimas aspartato aminotransferasa (AAT), formaldehído deshidrogenasa 

(FDH), glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI), lactato deshidrogenasa (LDH), malato 

deshidrogenasa (MDH) y superóxido dismutasa (SOD) en cada una de las especies y en los 

tres tejidos muestreados. En la tabla V se muestran los tejidos y sistemas amortiguadores 

con los que se obtuvieron los mejores revelados para cada enzima. De cada tejido se utilizó 

un trozo  de ~27 mm3, colocándolo en un tubo eppendorft de 1.7 mL, agregando de 4-8 

gotas de la solución amortiguadora Tris-HCl (0.05 M pH 7), y homogenizando-

desagregando el tejido manualmente con un pistilo de plástico. El macerado se centrifugó 

15 minutos a 3700 rpm y a 4º C (centrífuga refrigerada Beckman GS-6R). El sobrenadante 

obtenido fue utilizado para el análisis electroforético, humedeciendo en él trozos de papel 

Whatman (#3) de dimensiones 12 x 3 mm, y colocando cada trozo de papel con muestra 

entre las dos secciones de un mismo gel dividido (corte a 3 cm de un extremo). La 

electroforesis, o el corrimiento de enzimas en el gel, se realizó colocando los geles en 

cámaras de electroforesis dentro de un refrigerador a 4º C, durante 4 horas.  Para el 

revelado de los geles, secciones de un mismo gel fueron utilizadas posteriormente al 

cortarlas en capas de 1 a 2 mm de espesor. Las tinciones utilizadas para cada enzima y 

sistema amortiguador se resumen en el apéndice IV.   
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Tabla V. Enzimas, tejidos y sistemas amortiguadores utilizados para la electroforesis en 
ambas especies de abulón y los presuntos híbridos. MA músculo aductor, GD  glándula 
digestiva. 
Enzima Nombre completo Número  

(IUBNC, 1984)
Estructura proteíca 
(Murphy et al., 1996) 

Tejido Sistema 
amortiguador

AAT Aspartato aminotranferasa 2.6.1.1 Dimerica  MA R 
FDH Formaldehído deshidrogenasa 1.2.1.1 Dimerica GD R 
GPI Glucosa-6-fosfato isomerasa 5.3.1.9 Dimérica MA R 
LDH Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27      Tetramérica MA TC 
MDH Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 Dimérica MA TC 
SOD Superóxido dismutasa 1.15.1.1 Dimérica GD R 
 

Para la definición de formas alélicas, las variantes enzimáticas de cada individuo 

dentro de cada especie observadas en los geles, fueron clasificadas de acuerdo a su 

desplazamiento total en el gel, midiendo con una regla milimétrica la distancia del punto de 

inserción de la muestra a la posición de las distintas bandas. Con fines de documentación 

de la información se tomaron adicionalmente fotografías de cada gel / enzima con una 

cámara digital (Sony Cyber-Shot, DSC-P30).  Sobre la base de las mediciones realizadas 

directamente y las imágenes obtenidas, se elaboraron zimogramas (diagramas de las bandas 

observadas en cada uno de los individuos para cada enzima). Para cada enzima al alelo más 

común le fue asignado el número 100 independientemente de la especie analizada, y para el 

resto de los alelos se obtuvieron números de acuerdo a su desplazamiento en el gel relativo 

al alelo 100, correspondiendo a  números arriba de 100 a los de mayor desplazamiento y 

debajo de 100 a los de menor desplazamiento.  
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4.4.1.2. Análisis de híbridos  

Para la certificación genética de los supuestos híbridos se utilizaron solamente las 

enzimas GPI, MDH-1, MDH-2 y SOD, enzimas para las cuales todos los individuos de las 

especies parentales (puras) fueron homocigotos para una sola variante alélica la cual fue 

diferente en cada especie, con excepción de GPI en la cual se observaron algunos 

heterocigotos (más de una forma alélica).  Los híbridos fueron identificados como aquellos 

individuos que presentaron los alelos tanto de una como de la otra especie. 

Las 10 hembras que fueron utilizadas como progenitoras en el segundo y tercer 

experimento de inducción a la poliploidía, fueron individualmente muestreadas para su 

certificación genética. Del segundo experimento las cinco hembras se numeraron de P1 a 

P5 y del tercer experimento de P6  a P10.  Adicionalmente se hicieron muestreos de más 

individuos del lote de presuntos ‘híbridos’ existente en la empresa BC Abalone para su 

certificación genética. Se tomaron muestras de 10 presuntos ‘híbridos’ (H. rufescens x H. 

fulgens) de sexo desconocido, los cuales se seleccionaron al azar, de 10 presuntos ‘machos 

híbridos’ de los cuales no se tenía registrado ningún desove en la granja y 5 abulones de 

sexo desconocido que por las características fenotípicas de la concha y el epipodio parecían 

ser híbridos (Tabla VI). 
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Tabla VI. Individuos que fueron certificados genéticamente por análisis de alozimas. 

Grupo  No. de individuos Clave de identificación 
Especie parental   

Abulón azul 10 A1-A10 
Abulón rojo 10 R1-R10 

‘Hibridos’   
Hembras presuntas híbridas progenitoras en experimentos de 
inducción a la poliploidía 

10 P1-P10 

Presuntos híbridos  de sexo desconocido seleccionados al 
azar 

10 H1-H10 

Machos presuntos híbridos 10 HM1-HM10 
Presuntos hibridos de sexo desconocido seleccionados por 
fenotipo 

5 HF1-HF5 

 

 

4.4.2. Análisis de picos de fluorescencia por citometría de flujo 

 

De los animales que fueron transportados al laboratorio para  tomar muestras de tejido 

para electroforesis de enzimas, se tomó una muestra de epipodio (1 mm2) para su análisis 

por citometría de flujo. Se hicieron dos análisis por separado. El primero que incluyó a los 

grupos de 10 animales de abulón rojo, 10 de abulón azul y a los 10 presuntos híbridos (H. 

rufescens x H. fulgens) de sexo desconocido. El segundo análisis incluyó a los 10 presuntos 

machos híbridos de los cuales no se tenía registrado ningún desove en la granja y a los 5 

abulones de sexo desconocido que por las características fenotípicas de la concha y el 

epipodio parecían ser híbridos (Tabla VII). El procedimiento utilizado para el análisis fue el 

de Maldonado-Amparo et al. (2004). La muestra de epipodio se mantuvo en  congelación a 

–80º C hasta su análisis, aproximadamente 24 h después del muestreo. El tejido fue 

colocado en una caja de Petri, se agregó 1 mL de solución DAPI / detergente / DMSO 
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(apéndice II), cortando repetidamente con un bisturí para desagregar las células. La 

suspensión celular obtenida fue filtrada en una malla con abertura diagonal de 30 µ, 

agregando 1.5 mL de la solución DAPI / detergente / DMSO antes de su lectura en un 

citómetro de flujo (Ploidy Analyser PA-II, Partec, Alemania).  

Tabla VII. Individuos que fueron analizados por citometría de flujo para su certificación 
genética. 

Grupo  No. de individuos Clave de identificación 
Primer análisis    

Abulón azul 10 A1-A10 
Abulón rojo 10 R1-R10 
Presuntos híbridos  de sexo desconocido 10 H1-H10 

Segundo análisis    
Presuntos machos híbridos 10 HM1-HM10 
Presuntos híbridos de sexo desconocido seleccionados por 
fenotipo. 

5 HF1-HF5 
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5. RESULTADOS  

 

5.1. CARIOTIPOS   

De las 60 células evaluadas en larvas trocóforas de Haliotis fulgens (abulón azul) y de 

las 59 células de H. rufescens (abulón rojo) se registraron un 85% de células con número de 

cromosomas diploide 2n = 36 en abulón azul, y un 61% de células con número diploide 2n 

= 36 en abulón rojo (Fig. 7), indicando el mismo número cromosómico para ambas 

especies. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7. Distribución de frecuencias del número total de cromosomas observados en 
metafases de células de larva trocófora de Haliotis fulgens (n = 59) barras negras y de 
Haliotis rufescens (n = 60) barras claras.  
 
 

Con base en la clasificación por índice centromérico, el cariotipo de H. fulgens (Fig. 

8a) consiste de 10 pares de cromosomas metacéntricos, 2 pares de cromosomas 

metacéntricos-submetacéntricos, 5 pares  submetacéntricos, y 1 par subtelocéntrico 

(tendiente a submetacéntrico por su índice centromérico). No se observaron cromosomas 
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telocéntricos. La longitud relativa del cromosoma más grande es 7.66 y la del más pequeño 

es 4.2 (Tabla VIII).   

El cariotipo de H. rufescens (Fig. VIIIb) es  similar al de H. fulgens, consistiendo de 10 

pares de cromosomas metacéntricos, 2 pares de cromosomas metacéntricos-

submetacéntricos, 5 pares  submetacéntricos, y 1 par subtelocéntrico (tendiente a 

submetacéntrico por su índice centromérico). Tampoco se observaron cromosomas 

telocéntricos para H. rufescens. La longitud relativa del cromosoma más grande es 7.31 y la 

del más pequeño es 4.21 (Tabla IX).  

El número fundamental es 72 para ambas especies. El análisis comparativo de las dos 

especies basado en longitud relativa e índice centromérico produjo el agrupamiento que se 

describe en la tabla X. Solo siete cromosomas de ambas especies pudieron ser apareados 

inequívocamente por tener la misma LR e IC. Se encontraron dos grupos de cromosomas 

de los que no se pudieron formar pares entre las especies, ya que un solo cromosoma de 

una especie podía ser apareado con varios cromosomas de la otra (Fig. 9). El resto de los 

cromosomas fueron diferentes en longitud relativa o índice centromérico.  

El único cromosoma subtelocéntrico encontrado tuvo diferente  LR  en las dos 

especies, ubicándose en la posición número 15 en   H. fulgens y en la posición 17 en H. 

rufescens.   

 



 

Fig. 8. Cariotipos de Haliotis fulgens (a) y Haliotis rufescens (b), y las metafases usadas para obtenerlos. La barra representa 5 
µm. 
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Tabla VIII. Longitud relativa, índice centromérico y relación de brazos promedio con 
desviación estándar y clasificación de cromosomas de Haliotis fulgens derivados de cuatro 
metafases.  

DE = desviación estándar;  a m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico. 
 

Tabla IX. Longitud relativa, índice centromérico y relación de brazos promedio con 
desviación estándar y clasificación de cromosomas de Haliotis rufescens derivados de 
cinco metafases. 

DE = desviación estándar;  a m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico. 

Par de cromosomas Longitud relativa Índice centromérico Relación de brazos Clasificacióna 
 Media DE Media DE Media DE  

1 7.66 0.28 41.47 1.20 1.41 0.05 m 
2 7.12 0.16 39.52 3.61 1.53 0.03 m 
3 6.66 0.49 29.97 1.52 2.34 0.17 sm 
4 6.54 0.44 46.76 2.91 1.14 0.08 m 
5 6.46 0.13 37.45 3.32 1.67 0.03 sm-m 
6 6.20 0.23 37.63 4.06 1.66 0.06 m-sm 
7 5.93 0.27 29.86 2.13 2.35 0.11 sm 
8 5.68 0.36 43.29 3.55 1.31 0.08 m 
9 5.58 0.35 32.21 5.04 2.10 0.13 sm 

10 5.22 0.38 46.74 3.29 1.14 0.08 m 
11 5.20 0.24 38.74 2.89 1.58 0.07 m 
12 4.91 0.29 39.04 3.56 1.56 0.09 m 
13 4.70 0.36 35.32 2.20 1.83 0.14 sm 
14 4.62 0.50 47.00 2.46 1.13 0.12 m 
15 4.48 0.35 24.12 1.27 3.15 0.25 st 
16 4.44 0.28 42.08 2.72 1.38 0.09 m 
17 4.40 0.28 34.65 1.39 1.89 0.12 sm 
18 4.20 0.14 46.65 2.19 1.14 0.04 m 

Par de cromosomas Longitud relativa Índice centromérico Relación de brazos Clasificacióna 
 Media DE Media DE Media DE  

1 7.31 0.18 46.18 1.50 1.17 0.03 m 
2 6.84 0.09 42.94 2.89 1.33 0.02 m 
3 6.49 0.20 41.79 3.84 1.39 0.04 m 
4 6.36 0.26 36.21 2.13 1.76 0.07 sm 
5 6.00 0.36 29.19 1.14 2.43 0.14 sm 
6 5.94 0.33 45.52 3.06 1.20 0.07 m 
7 5.90 0.42 37.27 1.76 1.68 0.12 sm-m 
8 5.82 0.30 40.11 2.56 1.49 0.08 m 
9 5.56 0.31 33.52 2.04 1.98 0.11 sm 

10 5.32 0.34 35.39 1.47 1.83 0.12 sm 
11 5.32 0.23 46.94 2.39 1.13 0.05 m 
12 5.20 0.30 43.38 3.40 1.31 0.07 m 
13 5.16 0.33 40.56 1.10 1.47 0.09 m 
14 4.91 0.27 38.01 2.42 1.63 0.09 m-sm 
15 4.73 0.50 45.43 1.51 1.20 0.13 m 
16 4.59 0.31 34.01 1.71 1.94 0.13 sm 
17 4.37 0.29 23.98 1.91 3.17 0.21 st 
18 4.21 0.71 44.70 2.10 1.24 0.21 m 
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Tabla X.  Similitud de cromosomas propuesto entre H. fulgens y H. rufescens, derivada de 
los parámetros cuantitativos en longitud relativa (LR) e índice centromérico (IC). 
 

Haliotis fulgens Haliotis rufescens 

No. de 
cromosoma  LR  IC Clasificación a 

No. de 
cromosoma LR  IC Clasificación a 

7 5.93 29.86 sm 5 6.00 29.19 sm 
8 5.68 43.29 m 6 5.94 45.52 m 
9 5.58 32.21 sm 9 5.56 33.52 sm 

10 5.22 46.74 m 11 5.32 46.94 m 
14 4.62 47.00 m 15 4.73 45.43 m 
15 4.48 24.12 st 17 4.37 23.98 st 
18 4.20 46.65 m 18 4.21 44.70 m 

    a m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico. 
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Fig. 9. Medias ajustadas e intervalos de confianza (derivadas de un término de error común) de las longitudes relativas e índices 
centroméricos para ambas especies: Haliotis fulgens, triángulos sólidos y líneas continuas; Haliotis rufescens, cuadros claros y 
líneas punteadas. Los círculos punteados agrupan a los pares de cromosomas para los cuales hay un apareamiento múltiple entre 
las dos especies. Las líneas horizontales indican límites entre la clasificación de los cromosomas, m = metacéntrico, sm = 
submetacéntrico, st = subtelocéntrico.                                                                                           
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5.2. INACTIVACIÓN DEL ADN DEL ESPERMA DE ABULÓN ROJO POR  

IRRADIACIÓN CON LUZ ULTRAVIOLETA 

 
5.2.1. Definición del tiempo óptimo de irradiación por motilidad del esperma. 
 

Al evaluar la motilidad del esperma no irradiado y del irradiado con luz UV se 

encontró que en los tratamientos de  6 y 9 min, todo el esperma perdió motilidad. En los 

tratamientos de 1 y 3 min el 100% del esperma fue motil pero se redujo su velocidad de 

movimiento, siendo menor en el tratamiento de 3 min que en el de 1 min. La velocidad del 

esperma irradiado con luz UV por 1 min mostró una velocidad de movimiento similar al 

control (Tabla XI). Con base en estos resultados se definió un intervalo de tiempo de 

irradiación a evaluar en el siguiente experimento, de 0 a 60 s, rango dentro del cual debía 

encontrarse el tiempo de irradiación buscado para inactivar el ADN del esperma sin afectar 

su capacidad para activar el desarrollo del huevo por pérdida de capacidad de movimiento.  

 
Tabla XI. Motilidad del esperma de abulón rojo sometido a distintos tiempos de irradiación. 

Tiempo de irradiación (min) 
Porcentaje de 

esperma móvil Velocidad 

0 (control) 100 Normal 
1 100 Menor que el control pero similar 
3 100 Menor que el de 1 min, y mayor que el de 6 min 
6 0 No se observó movimiento 
9 0 No se observó movimiento 
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5.2.2. Definición del tiempo óptimo de irradiación para producción de haploides. 

Al evaluar la motilidad del esperma no irradiado y del irradiado con luz UV se 

encontró que en el grupo control y en los tratamientos de 20 y 40 s el 100% del esperma fue 

móvil. En el tratamiento de 60 s el 90% del esperma presentó movimiento. La velocidad de 

movimiento del esperma en todos los grupos tratados fue igual a la del esperma del grupo 

control (Tabla XII).  

 
Tabla XII. Motilidad del esperma de abulón rojo sometido a distintos tiempos de 
irradiación. 

Tiempo de irradiación (s) Porcentaje de esperma móvil Velocidad 
0 (control) 100 Normal 

20 100 Normal 
40 100 Normal 
60 90 Normal 

 

Al evaluar el porcentaje de desarrollo a embrión de 16 células, 4 h después de la 

fertilización de los huevos, se encontró que el porcentaje de huevos desarrollados no fue 

diferente (P < 0.05)  entre los grupos fertilizados con esperma irradiado con luz UV durante 

20 ó 40 s y el control. En cambio, si se observaron diferencias significativas en el 

porcentaje de desarrollo entre los grupos fertilizados con esperma irradiado durante 60 s y 

el control (Fig. 10). Los únicos grupos en los que se obtuvo larva trocófora eclosionada 

fueron los controles  con una supervivencia promedio de 77%.  
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Fig. 10. Porcentajes promedio (tres repeticiones / tratamiento) de huevos de abulón rojo en 
desarrollo en grupos que fueron fertilizados con  esperma de la misma especie, expuestos a 
distintos tiempos de irradiación. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 
0.05). 
 
 

Las evaluaciones de ploidía se hicieron por medio de conteo de cromosomas en larva 

trocófora no eclosionada. Para el conteo de cromosomas se utilizaron 30 metafases por 

grupo, incluyendo aquellas que presentaron hipo e hiperploidías. La prueba estadística 

de 2χ  para determinar el número de metafases mínimo requerido como tamaño de muestra 

para determinar la ploidía en cada grupo mostró que con 30 metafases es suficiente para los 

conteos, dado que no existieron diferencias significativas entre los números de diploides 

encontrados en los distintos tamaños de muestra evaluados (30, 40, 50, 60 y 70).  La 

2χ obtenida con la ecuación 6 (sección 2.2.2) fue de 0.41, menor que la esperada ( 2
)4,05.0(χ = 

9.488) por tablas de valores críticos para la distribución chi-cuadrada (Zar, 1999).   
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El análisis de ploidía de la larva trocófora no eclosionada mostró que en los grupos 

controles el 98% de las larvas fueron diploides, 1% fueron haploides y el restante 1% 

triploides. En los grupos tratados, la mayoría de las larvas fueron haploides. En los grupos 

de 60 s se encontró el mayor porcentaje de haploides: 94%, seguido del grupo de 40 s con 

88% y el de 20 con 73% de larvas haploides. En los grupos de 60 s se encontró un 6% de 

diploides,  en  los grupos de 40 s se encontró un 10 % de diploides y un 2% de triploides. 

En los grupos de 20 s, se encontró un 27% de metafases que se clasificaron como 

indefinidas en la ploidía (Tabla XIII) debido a que presentaban pulverización cromosómica 

y no fue posible conocer el número exacto de cromosomas. Este fue el único tratamiento 

con el cual se encontraron metafases de este tipo. 

Con base en los resultados obtenidos en los tiempos de irradiación donde se logró 

definir la ploidía en todas las metafases evaluadas para los tratamientos de 40 y 60 s, se 

eligió un tiempo de irradiación por 60 s como el más adecuado para inactivar el ADN del 

esperma, evidenciado por producir este el porcentaje de haploides más alto. Este tiempo fue 

utilizado en todos los subsecuentes experimentos.  
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Tabla XIII. Porcentaje de ploidías observadas en larvas trocóforas de abulón rojo 
provenientes de huevos fertilizados con esperma sometido a distintos tiempos de 
irradiación.  

Tiempo de irradiación 
(s) 

Porcentajes (%) de ploidíasa 

 Indefinida 1n 2n 3n 

0 (control) - 1 98 1 
20 27 73 - - 
40 - 88 10 2 
60 - 94 6 - 

 a Promedio de tres repeticiones por tratamiento. 
 
 

 

5.3. INDUCCIÓN A LA TRIPLOIDÍA Y TETRAPLOIDÍA 

 

5.3.1. Primer experimento. Desoves combinados. 

 

5.3.1.1. Supervivencia 

  El análisis de varianza aplicado a la supervivencia en trocófora y postlarva mostró que 

en ambos estadios hubo diferencias significativas en la supervivencia entre y dentro de los 

grupos con distinto tipo de esperma (Fig. 11). 

Al analizar la supervivencia de huevo a larva trocófora se encontró que, dentro de los 

grupos fertilizados con esperma no irradiado (normal), la mayor supervivencia (86%) fue la 

del tratamiento control (CC), seguida de la supervivencia del tratamiento de inducción a la 

triploidía (T) donde se inhibió el 2do. cuerpo polar (46%), y la menor supervivencia (19%) 

se observó para el tratamiento de inducción a la tetraploidía por inhibición de la primera 

división celular (DC). Las diferencias fueron estadísticamente significativas entre estos tres 

grupos. Sin embargo, dentro del grupo fertilizado con esperma UV irradiado, las 
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diferencias entre tratamientos no fueron tan claras, encontrándose que la supervivencia del 

tratamiento  supuestamente haploide (CUV), de 45%, no fue diferente de la observada para 

el tratamiento T o DC dentro del grupo de esperma no irradiado. Dentro de su propio grupo 

(de esperma irradiado), este control ‘haploide’ (CUV) no difirió estadísticamente de la 

supervivencia observada (26%) para el tratamiento de inducción a la tetraploidía (4N), pero 

fue mayor que el tratamiento para reestablecer la diploidía (DCUV) en donde se obtuvo un 

0% de supervivencia (Fig. 11a, tabla XIVa).  
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Fig. 11. Porcentaje promedio de supervivencia en el primer experimento. a. De huevo a 
trocófora. b. De huevo a postlarva. Letras diferentes dentro de cada gráfica indican 
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). T inhibición del segundo cuerpo 
polar, DC y DCUV inhibición de la primera división celular, 4N inhibición del primer y 
segundo cuerpo polar. 
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Tabla XIV. Supervivencia absoluta y relativa para cada tipo de esperma y tratamiento en el 
primer experimento. a. De huevo a larva trocófora. b. De huevo a postlarva. Las letras 
diferentes dentro de la columna de promedios indican diferencias significativas (P < 0.05). 

a. Supervivencia a trocófora 

Grupo Tipo de esperma % de 
supervivencia 

Promedio de  
supervivencia 

absoluta 

Supervivencia  
relativa al 
control CC 

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3   
 Normal      

Control 89 64 91 86 d 100 CC 
T Inhibición del 2do. cuerpo polar 69 62 0 46 c 53 
DC Inhibición de la 1ra. división celular 20 35 0  19 ab 22 

 UV irradiado      
CUV Control UV 44 0 78   45 bc 52 
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 40 35 0    26 abc 30 
DCUV Inhibición de la 1ra. división celular 0 0 0 0 a 0 

 
b. Supervivencia a postlarva 

Grupo Tipo de esperma % de 
supervivencia 

Promedio de  
supervivencia 

absoluta 

Supervivencia  
relativa al 
control CC 

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3   
 Normal      

Control 56 44 40 47 c 100 CC 
T Inhibición del 2do. cuerpo polar 40 4 0   15 ab 32 
DC Inhibición de la 1ra. división celular 23 32 0 19 b 40 

 UV irradiado      
CUV Control UV 19 0 34 18 b 38 
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 4 0 0   1 ab 3 
DCUV Inhibición de la 1ra. división celular 0 0 0  0 a 0 

*  Promedio retransformado de arcoseno. 

 

En el estadio de postlarva, dentro de los grupos fertilizados con esperma normal, la 

supervivencia del tratamiento control CC (47%) fue significativamente mayor que la de 

todos los otros tratamientos, tanto los que utilizan esperma irradiado o no irradiado. La 

supervivencia del tratamiento DC (19%) no fue significativamente diferente que la de T. 

Dentro del grupo fertilizado con esperma irradiado, la mayor supervivencia registrada fue 
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la del tratamiento CUV (18%), aunque ésta no difirió significativamente de la 

supervivencia del tratamiento 4N (1%), el cual a su vez no difirió de la supervivencia en el 

tratamiento DCUV (0%) (Fig. 14b, tabla XIVb).  

 
 
5.3.1.2. Ploidía 
 

Los resultados de las evaluaciones de ploidía en trocófora y postlarva para cada grupo 

se presentan en las tablas 2 y 3. En trocófora se evaluaron todos los grupos que presentaron 

supervivencia, con excepción de CC3 y CUV3 que sí tuvieron supervivencias  pero no 

fueron evaluados por un error en el muestreo, y la repetición T3 que a pesar de tener 

supervivencia de cero, se muestreó la larva trocófora no eclosionada y fue evaluada. En 

postlarva solo los grupos que presentaron supervivencia mayor que cero fueron evaluados. 

 La evaluación de la ploidía por medio de conteo de cromosomas en la larva trocófora 

muestra que de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles CC 

el 85% de las larvas fueron diploides y un 15% fueron triploides. Al inhibir la meiosis II 

(T) se lograron producir un 86% de larvas trocóforas triploides, 8% de diploides y otras 

ploidías en menores porcentajes. Al inhibir la primera división celular (DC) solo se logró el 

4% de larvas trocóforas tetraploides. La ploidía predominante en este tratamiento fue 

diploide (79%), seguida por triploide (18%). De los grupos que fueron fertilizados con 

esperma irradiado con luz UV, en los supuestos controles haploides (CUV) las larvas de la 

única repetición que pudo ser evaluada fueron diploides en un 93% y el resto fueron un 4% 

haploides y 4% triploides. En el grupo en que se inhibió la meiosis I y II (4N) se produjeron 
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un 79% de larvas trocóforas tetraploides, 10% pentaploides, 8% triploides y otras ploidías 

en menores porcentajes (Tabla XV). En los grupos en los que se inhibió la 1ra. división 

celular (DCUV) no se obtuvo larva trocófora (Tabla XIVa) para evaluar ploidía. 

 
 
Tabla XV. Porcentajes de ploidías en larvas trocóforas, obtenidas por conteo de 
cromosomas en el primer experimento.  

 
 
En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
n.d. = no disponible. 

Grupo Tipo de esperma Ploidía esperada Repetición % de cada ploidía 
 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n 

 Normal         
Control 2n 1 - 77 23 - - - 
  2 - 93 7 - - - 
  3 n.d. 

CC 

 Media - 85 15 - - -
    

3n 1 - - 98 2 - - T Inhibición del 2do. Cuerpo 
polar  2 - - 91 - - 9 

   3 7 24 69 - - - 
  Media 2 8 86 1 - 3
    
DC 4n 1 - 89 4 7 - - 
 

Inhibición de la 1ra. 
división celular  2 - 69 31 - - - 

   3 n.d. 
  Media - 79 18 4 - -
    
 UV irradiado         

CUV Control UV n 1 4 93 4 - - - 
   2 n.d. 
   3 n.d. 
  Media 4 93 4 - - -
    

4n 1 - 4 2 94 - - 4N Inhibición del 1er. y 2do. 
cuerpo polar  2 2 - 13 64 19 2 

   3 n.d. 
  Media 1 2 8 79 10 1
   

DCUV 2n 1-3 n.d. 
 

Inhibición de la 1ra.  
división celular         
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La evaluación de la ploidía en postlarva por medio de citometría de flujo (Tabla XVI) 

muestra que, de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles 

(CC) el 100% de las postlarvas fueron diploides. Al inhibir la meiosis II (T) las postlarvas 

fueron 100% triploides. Al inhibir la primera división celular (DC) no se obtuvieron 

postlarvas tetraploides. En este tratamiento la ploidía promedio observada fue de 2n en un 

86% y de 3n en un 14%. De los grupos que fueron fertilizados con esperma irradiado con 

luz UV, en CUV las postlarvas de la única repetición superviviente fueron diploides en un 

100%. De los grupos en los que se inhibió la meiosis I y II (4N), en la única repetición 

donde se obtuvo postlarva superviviente, el 90% de las postlarvas fueron tetraploides y un 

10% diploides. En los grupos en los que se inhibió la primera división celular (DCUV) no 

se obtuvieron postlarvas supervivientes (Tabla XIVb) y por lo tanto no fueron evaluados 

para ploidía. 
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Tabla XVI. Porcentajes de ploidías en postlarvas, obtenidas por análisis de citometría de 
flujo en el primer experimento.  
Grupo Tipo de esperma Ploidía esperada Repetición % de cada ploidía 

 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n 

 Normal         
Control 2n 1 - 100 - - - - 
  2 - 100 - - - - 
  3 n.d. 

CC 

 Media - 100 - - - -

3n 1 - - 100 - - - T Inhibición del 2do. cuerpo 
polar  2 - - 100 - - - 

   3 n.d. 
  Media - - 100 - - -

DC 4n 1 - 100 - - - - 
 

Inhibición de la 1ra. 
división celular  2 - 72 28 - - - 

   3 n.d. 
  Media - 86 14 - - -

 UV irradiado         
CUV Control UV n 1 - 100 - - - - 
   2 n.d. 
   3 n.d. 
  Media - 100 - - - -

4N 4n 1 - 10 - 90 - - 
  2 n.d. 
  3 n.d. 

 

Inhibición del 1er. y 2do. 
cuerpo polar 

 Media - 10 - 90 - - 
          

DCUV 2n 1-3 n.d. 
 

Inhibición de la 1ra.  
división celular         

En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
n.d. = no disponible. 
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5.3.2. Segundo experimento. Desoves individuales 

 

5.3.2.1. Supervivencia 

El análisis de varianza aplicado a la supervivencia en trocófora y postlarva mostró que 

en ambos estadios hubo diferencias significativas en la supervivencia entre los grupos con 

distinto tipo de esperma, normal e irradiado con luz UV (Fig. 12). Para larva trocófora 

existieron diferencias entre tratamientos dentro del tipo de esperma (Fig. 12a), pero en 

postlarva no se observaron diferencias entre tratamientos dentro del tipo de esperma (Fig. 

12b). 

La comparación de medias de la supervivencia de huevo a larva trocófora (Tabla 

XVIIa) indicó que, dentro de los grupos fertilizados con esperma normal, la supervivencia 

de T (31%) no fue significativamente diferente respecto al control CC (27%). Dentro de los 

grupos fertilizados con esperma irradiado con luz UV, los tratamientos G y 4N tuvieron 

supervivencias (7% y 9%) significativamente diferentes  al control CUV (0%) pero 

similares entre ellos (Fig. 12a, tabla XVIIa). 
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Fig. 12. Porcentaje de supervivencia de huevo a postlarva en el segundo experimento. a. De 
huevo a trocófora. b. De huevo a postlarva. Letras diferentes dentro de cada gráfica indican 
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). T y G inhibición del segundo 
cuerpo polar, 4N inhibición del primer y segundo cuerpo polar. 
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Tabla XVII. Supervivencia absoluta y relativa para cada tipo de esperma y tratamiento en el 
segundo experimento. a. De huevo a larva trocófora. b. De huevo a postlarva. Las letras 
diferentes dentro de la columna de promedios indican diferencias significativas (P < 0.05). 

a. Supervivencia a trocófora 
Grupo Tipo de esperma % de 

supervivencia 
Promedio de  
supervivencia  

absoluta 

Supervivencia 
relativa al 
control CC 

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3 4 5   

       Normal        
Control 31 26 25 6 56  27 cd 100 CC 

T Inhibición del 2do. cuerpo polar 53 25 27 7 49 31 d 114 

       UV irradiado        
CUV Control UV 0 0 0 0 0 0 a 0 
G Inhibición del 2do. cuerpo polar 24 5 6 0 13 7 b 26 
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 8 38 5 0 14   9 bc 35 

 
b. Supervivencia a postlarva 
Grupo Tipo de esperma % de 

supervivencia 
Promedio de  
supervivencia  

absoluta 

Supervivencia 
relativa al 
control CC 

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3 4 5   

       Normal        
Control 27 7 19 0 33 14b 100 CC 

T Inhibición del 2do. cuerpo polar 34 1 16 0 29 12b 85 

       UV irradiado        
CUV Control UV 0 0 0 0 0 0a 0 
G Inhibición del 2do. cuerpo polar 0 0 1 0 1 0a 1 
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 6 0 5 0 3 2a 12 

 *  Promedio retransformado de arcoseno. 

 

El análisis de la supervivencia de huevo a postlarva en los grupos que fueron 

fertilizados con esperma normal muestra que la supervivencia de T (12%) no fue 

significativamente diferente respecto al control CC (14%). Dentro de los grupos fertilizados 

con esperma irradiado con luz UV, no hubo diferencias entre tratamientos y la 

supervivencia a postlarva no fue diferente de cero, con promedios de supervivencia para 

estos grupos de 0% en CUV, 0% en G y 2% en 4N. (Fig. 12b, tabla XVIIb). 
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5.3.2.2. Ploidía 
 

Los resultados obtenidos de las evaluaciones de ploidía para larva trocófora y postlarva 

en los grupos se presentan en las tablas XVIII y XIX. En la larva trocófora se evaluó la 

ploidía aun en los grupos en los que no se observó supervivencia con muestras de larvas 

trocóforas no eclosionadas. Sin embargo, la ploidía no fue evaluada en los casos en donde 

no se logró obtener buenas preparaciones para su observación al microscopio. En postlarva 

sólo se evaluó la ploidía en los grupos en donde se obtuvo larva trocófora superviviente. 

La evaluación de la ploidía por medio de conteo de cromosomas en la larva trocófora 

muestra que de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles CC 

el 99% de las larvas fueron diploides aunque se registraron 1% de larvas triploides. Al 

inhibir la meiosis II (T) se observó en el promedio sólo un 57% de larvas trocóforas 

triploides, causado principalmente por la repetición T4, donde sólo se observaron diploides. 

En este tratamiento los diploides representaron un 42% y se observó también un 1% de 

tetraploides.  De los grupos que fueron fertilizados con esperma irradiado con luz UV, en 

los controles CUV las larvas fueron haploides en un 91% y diploides en un 9%. En los 

grupos G en los que se inhibió la meiosis II, se encontraron un 83% de diploides, un 8% de 

triploides y un 8% de tetraploides. En los grupos 4N en los que se inhibió la meiosis I y II 

se produjeron principalmente diploides (68%) y triploides (23%) y sólo un 8% de larvas 

trocóforas tetraploides. Se observaron otras ploidías en menores porcentajes para este 

tratamiento (Tabla XVIII).  
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Tabla XVIII. Porcentajes de ploidías en larvas trocóforas, obtenidas por conteo de 
cromosomas en el segundo experimento de desoves individuales.  

Grupo   Tipo de esperma Ploidía esperada Repetición % de cada ploidía 
 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n

     
 Normal         

Control 2n 1 - 100 0 - - - 
  2 - 93 7 - - - 
  3 - 100 0 - - - 
  4 - 100 0 - - - 
  5 - 100 0 - - - 

CC 

 Media - 99 1 - - -
     

3n 1 - 33 63 3 - - T Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - 7 93 0 - - 

  3 - 40 60 0 - - 
  4 - 100 0 0 - - 
  5 - 30 70 0 - - 

 Media - 42 57 1 - -
    

 UV irradiado         
CUV Control UV n 1 n.d. 
   2 90 10 - - - - 

  3 80 20 - - - - 
  4 97 3 - - - - 
  5 97 3 - - - - 

  Media 91 9 - - - -
     

G 2n 1 n.d. Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - 80 3 17 - - 

  3 - 87 13 0 - - 
  4 n.d. 
  5 n.d. 

  Media - 83 8 8 - -
     

4n 1 3 30 57 10 - 0 4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 
 2 0 67 23 10 - 0 

  3 0 73 10 10 - 7 
  4 n.d. 
  5 0 100 0 0 - 0 

  Media 1 68 23 8 - 2
En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
n.d. = no disponible. 

 

La evaluación de la ploidía en postlarva por medio de citometría de flujo muestra que 

de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles CC el 100% de 
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las postlarvas fueron diploides. En los grupos T a los que se les inhibió la extrusión del 

segundo cuerpo polar se registraron un 46% de postlarvas triploides y un 54% de diploides. 

De los grupos que fueron fertilizados con esperma irradiado con luz UV, en los controles 

CUV no se evaluó la ploidía debido a que no hubo postlarva superviviente. En los grupos G 

en los que se inhibió la meiosis II el 100% de las postlarvas evaluadas fueron diploides. En 

los grupos 4N en los que se inhibió la meiosis I y II se produjeron 100% de postlarvas 

diploides y ninguna tetraploide (Tabla XIX).  
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Tabla XIX. Porcentajes de ploidías en postlarvas, obtenidas por citometría de flujo en el 
segundo experimento de desoves individuales.  

Grupo   Tipo de esperma Ploidía 
esperada 

Repetición % de cada ploidía 

 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n
     
 Normal         

Control 2n 1 - 100 - - - - 
  2 - 100 - - - - 
  3 - 100 - - - - 
  4 - 100 - - - - 
  5 - 100 - - - - 

CC 

 Media - 100 - - - -
     

3n 1 - 52 48 - - - T Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - 35 65 - - - 

  3 - 55 45 - - - 
  4 - 85 15 - - - 
  5 - 43 57 - - - 

 Media - 54 46 - - -
    

 UV irradiado         
CUV Control UV n 1-5 n.d. 

          
G 2n 1 - 100 - - - - Inhibición del 2do. cuerpo polar 

 2 - 100 - - - - 
  3 - 100 - - - - 
  4 n.d. 
  5 - 100 - - - - 

  Media - 100 - - - -
     

4n 1 - 100 - - - - 4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 
 2 - 100 - - - - 

  3 - 100 - - - - 
  4 n.d. 
  5 - 100 - - - - 

  Media - 100 - - - -
En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
n.d. = no disponible. 
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5.3.3. Tercer experimento. Desoves individuales 

 

5.3.3.1. Supervivencia 

El análisis de varianza aplicado a la supervivencia en trocófora y postlarva mostró que 

en ambos estadios hubo diferencias significativas en la supervivencia entre los grupos con 

esperma normal e irradiado con luz UV (Fig. 13). 

El análisis de la supervivencia de huevo a larva trocófora indicó que dentro de los 

grupos fertilizados con esperma normal, la supervivencia en T (56%) no fue 

significativamente diferente respecto al control CC (58%). Dentro de los grupos fertilizados 

con esperma irradiado con luz UV, las supervivencias en los tratamientos G (16%) y 4N 

(2%) fueron significativamente mayores  al control  CUV (0%) y diferentes entre ellos (Fig. 

13a, tabla XXa). 
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Fig. 13. Porcentaje de supervivencia de huevo a postlarva en el tercer experimento. a. De 
huevo a trocófora. b. De huevo a postlarva. Letras diferentes dentro de cada gráfica indican 
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05).  T y G inhibición del segundo 
cuerpo polar, 4N inhibición del primer y segundo cuerpo polar. 
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Tabla XX. Supervivencia absoluta y relativa para cada tipo de esperma y tratamiento en el 
tercer experimento. a. De huevo a larva trocófora. b. De huevo a postlarva. Las letras 
diferentes dentro de columna indican diferencias significativas (P < 0.05). 

a. Supervivencia a trocófora 
Grupo Tipo de esperma % de supervivencia Promedio de  

supervivencia  
absoluta 

Supervivencia 
relativa al 
control CC  

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3 4 5   

       Normal        
Control 57 57 47 47 79 58d 100 CC 

T Inhibición del 2do. cuerpo polar 50 66 54 50 57 56d 96 

       UV irradiado        
CUV Control UV 0 0 0 0 0  0a 0 

G Inhibición del 2do. cuerpo polar 13 13 5 32 25 16c 28 

4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 2 3 1 3 2  2b 4 

 
b. Supervivencia a postlarva 
Grupo Tipo de esperma % de supervivencia Promedio de  

supervivencia  
absoluta 

Supervivencia 
relativa al 
control CC 

 Tratamiento Repetición % *  
  1 2 3 4 5   

       Normal        
Control 50 68 45 45 58 54c 100 CC 

T Inhibición del 2do. cuerpo polar 61 81 56 63 36 60c 111 

       UV irradiado        
CUV Control UV 0 0 0 0 0 0a 0 
G Inhibición del 2do. cuerpo polar 1 1 0 20 5 3b 6 
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 0 0 0 0 0 0a 0 
 *  Promedio retransformado de arcoseno. 
 
 

La evaluación de la supervivencia a postlarva en los grupos que fueron fertilizados con 

esperma normal muestra que la supervivencia en T (60%) no fue significativamente 

diferente respecto al control CC (54%). Dentro de los grupos fertilizados con esperma 

irradiado con luz UV, la supervivencia en el tratamiento 4N (0%), no fue 

significativamente diferente respecto al control irradiado CUV (0%), pero la supervivencia 

en G (13%) si fue diferente y mayor de CUV y 4N (Fig. 13b, tabla XXb).  
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5.3.3.2. Ploidía 
 

Los resultados de las evaluaciones de ploidía en trocófora y postlarva se presentan en 

las tablas XXI y XXII. En la larva trocófora se evaluó la ploidía aun en los grupos en los 

que no se observó supervivencia, analizando muestras de larvas trocóforas no eclosionadas. 

En postlarva sólo se evaluó la ploidía en los grupos en donde se obtuvo larva trocófora 

superviviente. 

La evaluación de la ploidía por medio del conteo de cromosomas en la larva trocófora 

muestra que de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles CC 

99% de las larvas fueron diploides, aunque se registraron 1% de larvas triploides. Al inhibir 

la meiosis II (T) se lograron producir un 86% de larvas trocóforas triploides, siendo el resto 

(14%) diploides. De los grupos que fueron fertilizados con esperma irradiado con luz UV, 

en los controles (CUV) las larvas fueron haploides en un 98% y diploides en un 2%. En los 

grupos en los que se inhibió la meiosis II (G), se produjeron un 99% de diploides y un 1% 

de triploides. En los grupos en los que se inhibió la meiosis I y II (4N) se produjeron 37% 

de larvas trocóforas tetraploides, 49% de diploides y 13% de triploides (Tabla XX1). 
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Tabla XXI. Porcentajes de ploidías en larvas trocóforas, obtenidas por conteo de 
cromosomas en el tercer experimento de desoves individuales.  

Grupo   Tipo de esperma Ploidía esperada Repetición % de cada ploidía 
 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n

     
 Normal         

Control 2n 1 - 100 0 - - - 
  2 - 100 0 - - - 
  3 - 100 0 - - - 
  4 - 100 0 - - - 
  5 - 97 3 - - - 

CC 

 Media - 99 1 - - -
     

3n 1 - 10 90 - - - T Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - 17 83 - - - 

  3 - 20 80 - - - 
  4 - 13 87 - - - 
  5 - 10 90 - - - 

 Media - 14 86 - - -
    

 UV irradiado         
CUV Control UV n 1 97 3 - - - - 
   2 93 7 - - - - 

  3 100 0 - - - - 
  4 100 0 - - - - 
  5 100 0 - - - - 

  Media 98 2 - - - -
     

G 2n 1 - 100 0 - - - Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - 100 0 - - - 

  3 - 97 3 - - - 
  4 - 100 0 - - - 
  5 - 100 0 - - - 

  Media - 99 1 - - -
     

4n 1 - 80 10 10 - - 4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar
 2 - 57 37 7 - - 

  3 - 90 0 10 - - 
  4 - 17 7 77 - - 
  5 - 3 13 80 - - 

  Media - 49 13 37 - -
En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
 

 

La evaluación de la ploidía en postlarva por medio de citometría de flujo nos 

muestra que, de los grupos que fueron fertilizados con esperma normal, en los controles CC 
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el 100% de las postlarvas fueron diploides. En los grupos T a los que se les inhibió la 

extrusión del segundo cuerpo polar se registraron un 100% de postlarvas triploides. De los 

grupos que fueron fertilizados con esperma irradiado con luz UV, en los controles CUV y 

en los grupos 4N en los que se inhibió la meiosis I y II no se evaluó la ploidía ya que no se 

observó postlarva superviviente. En los grupos G en los que se inhibió la meiosis II el 

100% de las postlarvas fueron diploides (Tabla XXII). 
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Tabla XXII. Porcentajes de ploidías en postlarvas, obtenidas por conteo de cromosomas en 
el tercer experimento de desoves individuales.  
Grupo  Tipo de esperma Ploidía esperada Repetición % de cada ploidía 

 Tratamiento   n 2n 3n 4n 5n 6n
     
 Normal         

Control 2n 1 - 100  - - - 
  2 - 100  - - - 
  3 - 100  - - - 
  4 - 100  - - - 
  5 - 100  - - - 

CC 

 Media - 100  - - -
     

3n 1 - - 100 - - - T Inhibición del 2do. cuerpo polar 
 2 - - 100 - - - 

  3 - - 100 - - - 
  4 - - 100 - - - 
  5 - - 100 - - - 

 Media - - 100 - - -
    

 UV irradiado         
CUV Control UV n 1-5 n.d. 

          
G 2n 1 - 100 - - - - Inhibición del 2do. cuerpo polar 

 2 - 100 - - - - 
  3 - 100 - - - - 
  4 - 100 - - - - 
  5 - 100 - - - - 

  Media - 100 - - - -
     
4N Inhibición del 1er. y 2do. cuerpo polar 4n 1-5 n.d. 
En recuadros se indica la ploidía en la cual se esperaba el mayor porcentaje de larvas para cada tratamiento 
con base en los eventos meióticos afectados. 
n = haploide; 2n = diploide; 3n = triploide; 4n = tetraploide; 5n = pentaploide; 6n = hexaploide. 
n.d. = no disponible. 
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5.4. CERTIFICACIÓN GENÉTICA DE PRESUNTOS ‘HÍBRID0S’ 

 
5.4.1. Análisis de alozimas 

 

5.4.1.1. Especies parentales 
 

Se identificaron cuatro enzimas que presentaron alelos exclusivos para las especies 

parentales (abulón azul H. fulgens y abulón rojo H. rufescens): GPI, MDH-1, MDH-2 y 

SOD. Los individuos de las especies parentales fueron homocigotos en todas las enzimas, 

es decir, presentaban un solo alelo, con la excepción de la enzima GPI en donde algunos 

individuos de abulón azul (A2, A6 y A10) y de abulón rojo (R1) fueron heterocigotos, es 

decir, presentaban dos alelos distintos. En la tabla XXIII se muestran los genotipos 

obtenidos en cada individuo y en la figura 14 se muestran los zimogramas para cada enzima 

a partir de los cuales se obtuvieron los genotipos. 

 
5.4.1.2. Híbridos 
 

Los 35 individuos presuntos ‘híbridos’ fueron identificados como pertenecientes a la 

especie de abulón rojo o azul si eran homocigotos para los alelos exclusivos identificados 

para cada especie. Se consideraron como verdaderos híbridos cuando fueron heterocigotos 

y cuando cada uno de sus alelos proviniera de ambas especies parentales. En el caso de las 

enzimas GPI y MDH-1 se observaron individuos heterocigotos en el grupo de los ‘híbridos’ 

que presentaron un alelo que no se había encontrado en ninguna de las especies parentales, 

pero con un avance alrededor de la variante alélica de una u otra especie.  
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En la muestra de diez Presuntos Híbridos (H), fueron híbridos verdaderos los 

individuos H2, H7, H9 y H10 ya que presentaban dos alelos, uno proveniente de cada 

especie parental. En este mismo grupo los individuos H1, H4 y H5 fueron identificados 

como pertenecientes a la especie de abulón rojo y los individuos H3, H6 y H8 como 

pertenecientes a la especie de abulón azul. En la muestra de diez Presuntos Machos 

Híbridos (HM), ocho de los individuos fueron asignados a la especie de abulón rojo (HM1-

HM5, HM8-HM10) y dos de ellos, el HM6 y HM7 fueron identificados como híbridos. En 

la muestra de cinco Presuntos Híbridos Seleccionados por Fenotipo (HF) dos de los 

individuos, el HF2 y HF3 pertenecieron a la especie de abulón azul, mientras que el resto, 

HF1, HF4 y HF5 fueron identificados como híbridos. De las diez hembras Presuntas 

Híbridas Progenitoras (P) utilizadas en los experimentos de inducción a la poliploidía, 

nueve  pertenecieron a la especie de abulón rojo (P1-P3, P5-P10) y sólo la hembra P4 fue 

una híbrida. En la tabla XXIII se muestran los genotipos obtenidos en cada individuo y en 

la figura 14 se muestran los zimogramas para cada enzima a partir de los cuales se 

obtuvieron los genotipos para cada individuo. 
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Tabla XXIII. Genotipos de 60 abulones  (A, R, H, HM, HF, P) de distintos grupos 
genéticos para las cuatro enzimas utilizadas en la identificación de híbridos.   

INDIVIDUOS (Genotipos supuestos) GPI MDH-1 MDH-2 SOD Genotipos 
reales 

ESPECIES PARENTALES      
Azul      
A1, A3-A5, A7-A9 84/84 127/127 150/150 183/183 A 
A2, A6, A10 631/84 127/127 150/150 183/183 A 
      
Rojo      
R1 100/116 100/100 100/100 100/100 R 
R2-R10 100/100 100/100 100/100 100/100 R 
      
HÍBRIDOS      
‘Muestra de 10 presuntos híbridos de sexo 
desconocido’  

     

H1 100/100 733/100 100/100 100/100 R 
H2, H7 84/100 100/127 100/150 100/183 H 
H3, H6, H8 84/84 127/127 150/150 183/183 A 
H4, H5 100/100 100/100 100/100 100/100 R 
H9 84/116 100/127 100/150 100/183 H 
H10 84/1322 100/127 100/150 100/183 H 
      
‘Muestra de 10 Presuntos Machos Híbridos’      
HM1-HM3, HM5, HM8-HM10 100/100 100/100 100/100 100/100 R 
HM4 100/1322 733/100 100/100 100/100 R 
HM6, HM7 84/100 100/127 100/150 100/183 H 
      
‘Muestra de 5 Presuntos Híbridos 
Seleccionados por Fenotipo’ 

     

HF1, HF4, HF5 84/100 100/127 100/150 100/183 H 
HF2, HF3 84/84 127/127 150/150 183/183 A 
      
‘Hembras Presuntas Híbridas Progenitoras 
de experimentos de inducción a la 
poliploidía’ 

     

P1-P3, P5, P7, P10 100/100 100/100 100/100 100/100 R 
P4 84/100 100/127 100/150 100/183 H 
P6, P8 100/1322 100/100 100/100 100/100 R 
P9 100/100 733/100 100/100 100/100 R 

El grupo ‘híbridos’ pertenece a un lote de supuestos híbridos creados en la granja BC Abalone. El primer 
grupo con los Presuntos Híbridos (H) se eligieron al azar y sin distinción de sexo. Los Machos Híbridos 
(HM) fueron elegidos por  ser machos en los que no se tenía registrado ningún desove. Los Híbridos por 
Fenotipo (HF) se eligieron porque las características fenotípicas de la concha y del epipodio indicaban que 
podían ser híbridos. El grupo de Progenitores fueron las hembras que se utilizaron para los desoves en los tres 
experimentos de inducción a la poliploidía. 1 alelo que sólo se presentó en la especie azul. 2, 3 alelos no 
encontrados en las especies parentales. A = abulón rojo; R = abulón azul; H = híbrido. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Zimogramas que muestran el distinto corrimiento de las variantes de las enzimas GPI, MDH-1, MDH-2 y SOD en geles 
de almidón para 55 abulones de distintos grupos. Las bandas blancas indican que los individuos son de la especie de abulón rojo, 
las bandas negras que son de la especie de abulón azul, y las bandas grises señalan a individuos híbridos.  
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5.4.2. Análisis de picos de fluorescencia por citometría de flujo. 

5.4.2.1. Primer análisis  

La lectura en el citómetro de flujo para cada individuo analizado en los grupos de las 

especies parentales ‘Rojo’ y  ‘Azul’ y del grupo de ‘Presuntos Híbridos’ se muestra en la 

figura 15. En el grupo de ‘Presuntos Híbridos’ se conoce por el análisis de alozimas cual es 

realmente el grupo genético al que pertenece cada individuo, por lo que en la gráfica se 

señalan las barras de acuerdo a esa información. Los verdaderos grupos genéticos: rojo, 

azul e híbrido  se compararon mediante intervalos de confianza, los cuales indicaron que 

los picos de fluorescencia del abulón rojo y del azul fueron significativamente diferentes, 

con un pico de fluorescencia mayor para el abulón rojo. Los picos de fluorescencia del 

grupo de híbridos fueron significativamente diferentes del grupo de abulón azul mas no lo 

fueron del grupo de abulón rojo (Fig. 16), por lo que este análisis no nos permite distinguir 

a los híbridos de ambas especies parentales. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Picos de fluorescencia promedio de individuos de las especies de Haliotis: 
rufescens R (rojo), fulgens A (azul) y del grupo de presuntos ‘híbridos’ H. rufescens x H. 
fulgens H. La R ó A antes de la H en el grupo de presuntos híbridos denota el grupo 
genético al que realmente pertenecen esos individuos. 
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Fig. 16. Promedio de picos de fluorescencia de individuos de las especies de Haliotis: 
rufescens R (rojo), fulgens A (azul) y los híbridos H. rufescens x H. fulgens H., con 
intervalos de confianza para cada grupo (P < 0.05). 

 

5.4.2.2. Segundo análisis 

En la figura 17 se muestran los picos de fluorescencia encontrados en los grupos de 

‘Presuntos Machos Híbridos’ y de ‘Híbridos por su fenotipo’, denotando el grupo genético 

al que realmente pertenece cada individuo con base a los resultados del análisis de 

alozimas. Los verdaderos grupos genéticos: rojo, azul e híbrido  se compararon mediante 

intervalos de confianza. Al igual que en el primer análisis, los picos de fluorescencia del 

abulón rojo fueron diferentes y mayores a los del abulón azul. Sin embargo, mientras que 

los picos de fluorescencia del grupo de híbridos fueron significativamente diferentes del 

grupo de abulón rojo, entre los híbridos y el abulón azul los intervalos de confianza se 
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traslapan (Fig. 18), por los que se concluye que  este análisis no nos permite distinguir a los 

híbridos de ambas especies parentales. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 17. Picos de fluorescencia promedio de individuos del grupo de 10 machos presuntos 
‘híbridos’ HM y de 5 presuntos ‘híbridos’ elegidos por fenotipo HF. La R (rojo) ó A (azul) 
antes de HM ó HF denota el grupo genético al que realmente pertenecen los presuntos 
‘híbridos’. 
 
            

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Promedio de picos de fluorescencia de los individuos del grupo de 10 machos 
presuntos ‘híbridos’ HM y de 5 presuntos ‘híbridos’ elegidos por fenotipo HF. 
pertenecientes a las especies de Haliotis: rufescens R (rojo), fulgens A (azul) y los híbridos 
H. rufescens x H. fulgens H., con intervalos de confianza para cada grupo (P < 0.05). 
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6. DISCUSIÓN 

 

Al inicio de este trabajo se presumía que se contaba con organismos híbridos para, a 

través de ellos, lograr la alopoliploidía en abulón.  Sin embargo, la certificación genética 

realizada en las hembras utilizadas para dos de estos experimentos indicó que sólo una 

hembra fue híbrida y el resto de la especie Haliotis rufescens.  Con las técnicas que en este 

proyecto se utilizaron  no fue posible llevar a cabo la certificación genética en organismos 

vivos y evaluar la condición de híbrido antes de obtener el desove. 

Independientemente de lo anterior, con este trabajo se logró la caracterización 

citogenética de dos especies de abulón del Pacífico mexicano, el abulón rojo (Haliotis 

rufescens) y el abulón azul (Haliotis fulgens).  Asi mismo, se logró definir una metodología 

para la certificación genética de presuntos híbridos de estas dos especies de abulón a través 

del análisis de variantes alélicas únicas por especie para diferentes alozimas.  Finalmente, 

se evaluó la factibilidad de producir organismos tetraploides de abulón utilizando técnicas 

directas de inhibición de eventos meióticos por si solas, o combinadas con técnicas de 

inducción a la ginogénesis.  Cada uno de estos temas será discutido a continuación. 

 

 

6.1. CARIOTIPOS 

 

Los moluscos haliótidos a pesar de ser especies económicamente importantes por su 

pesquería y cultivo, son especies poco estudiadas desde un punto de vista genético, lo que 
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se refleja en que a la fecha no existe un consenso sobre el número real de especies que 

existen. La mayor parte de los estudios taxonómicos se basan en el análisis del fenotipo, 

pero por la alta plasticidad fenotípica que pueden presentar los organismos de este grupo 

existe confusión y falta esclarecer acerca de su sistemática y taxonomía (Lindberg, 1992). 

El estudio de los cariotipos de las especies de haliótidos puede apoyar la taxonomía y 

sistemática existentes basadas en estudios del fenotipo o en otros análisis genéticos.  

El estudio de los cariotipos de las especies H. rufescens y H. fulgens con 2n = 36, más 

los reportes previos de número cromosómico en H. cracherodii con 2n = 36 (Minkler, 

1977), y de especies asiáticas del norte del Pacífico con 2n = 36 (tabla 1) apoyan la 

asociación planteada por Nakamura (1986), en la cual el numero cromosómico diploide 

sigue un patrón asociado a la distribución geográfica de las especies. Es decir, la especie 

del Mediterráneo H. tuberculata (también llamada H. lamellosa) tiene un número 

cromosómico diploide de 2n = 28 cromosomas, las especies del Indo Pacífico que incluyen 

a H. varia, H. planata, H. diversicolor aquatilis, H. diversicolor diversicolor, H. asinina, y 

H. ovina tienen un número cromosómico diploide de 2n = 32 cromosomas y las especies 

del norte del Pacífico que incluyen a H. madaka, H. discus, H. gigantea, H. discus hannai, 

y H. cracherodii tienen un número cromosómico diploide de 2n = 36. Esta información 

apoya la agrupación en subgéneros Eurotis, Padollus y Nordotis sugerida por Lee y 

Vacquier (1995) de las especies presentadas en la tabla XXIV.   
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Tabla XXIV. Especies de abulón en las que ha sido evaluado el cariotipo. 

Distribución 
                            Especies 

 
S n 2n NF m 

m-
sm sm 

sm-
st st T Referencias 

            
Mediterráneo-Europeo1            

H. tuberculata  28 56  8 6  Arai y Wilkins, 1986 
                           “  14 28  Colombera y Tagliaferri,  

H. lamellosa  14  28*  1983 
            

Indo-Pacífico2            
H. varia  16 32  64* 13  3    Nakamura, 1986 

                                    “   32  64*   9  6 1   Arai et al., 1988 
                                   “   32  64*   8  8    Jarayabhand et al., 1998 

H. planata   32  64*   9  6 1   Arai et al., 1988 
H. diversicolor aquatilis   16 32  64*   8  5 2 1  Nakamura, 1985 

H. diversicolor diversicolor   32  64*   8  7  1  Arai et al., 1988 
H. asinina   32  64* 10  6    Jarayabhand et al., 1998 

H. ovina   32  62*   9  6   1 Jarayabhand at al., 1998 
            

Pacífico Noroeste3            
H. discus    36  72* 10  8    Arai et al., 1982 

   36 72 10  8    Miyaki et al., 1997 
                                 “   36 72 10  8    Miyaki et al., 1997 

H. discus hannai   36  72* 10  8    Arai et al., 1982 
                       “   36 72 11  7    Wang et al., 1988 

                      “   36  72* 10  8    Okumura et al., 1995 
in Okumura et al., 1999 

                      “   36  72* 11  7    Okumura et al., 1999 
H. madaka   36 72 10  8    Miyaki et al., 1999 

H. gigantea  18 36*     
   Nakamura, 1986 

   36 72 10  8    Miyaki et al., 1997 

Pacífico Noroeste3            
H. cracherodii   36  72*   8  8  2  Minkler, 1977 

H. fulgens   36 72 10 2 5  1  Este estudio 
H. rufescens   36 72 10 2 5  1  Este estudio 

(1) Eurotis, (2) Padollus, y (3) Nordotis: divisiones subgenéricas dentro de la familia Haliotidae (Lee y Vacquier, 1995). 
NF número fundamental, m metacéntrico, sm submetacéntrico, st subtelocéntrico, t telocéntrico,  
* datos inferidos (para NF: m, sm, st = 4, y para t = 2). 
(S) agrupa dentro del mismo bloque a especies que se ha encontrado que son una sola. 

 

De acuerdo a estudios genéticos recientes, actualmente se supone que no todas las 

especies anteriormente descritas son de hecho diferentes especies. Por ejemplo, la 

homología entre secuencias de ADNc de lisina espermática entre 27 especies de abulón 

indica que algunas de las especies descritas son una sola especie (Lee y Vacquier, 1995). 
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Entre ellas se encuentran algunas de las incluidas en la tabla XXIV, para el noroeste del 

Pacífico H. madaka y H. discus hannai, para el Indo-Pacífico H. diversicolor supertexta y 

H. diversicolor aquatilis, y para el Mediterráneo H. tuberculata tuberculata y H. 

tuberculata lamellosa (o H. lamellosa).  Dos estudios genéticos adicionales basados en 

análisis de alozimas también sugieren que H. madaka y H. discus son la misma especie 

(Hara & Fujio, 1992 in Lee & Vacquier, 1995), y que H. diversicolor diversicolor es 

distinta de H. planata y H. varia (Arai et al. 1988).  Las existencia o no de diferencias en 

los cariotipos parecen confirmar que H. madaka, H. discus y H. discus hannai son la misma 

especie, y que H. diversicolor diversicolor es distinta de H. planata y H. varia (Tabla 

XXIV). 

Aun cuando las especies de abulones del noroeste del Pacífico (Japón) también tienen 

un número cromosómico diploide de 2n = 36, los resultados de este trabajo confirman que 

existen marcadas diferencias entre los cariotipos de las especies del noreste y noroeste del 

Pacífico. Los abulones del noroeste del Pacífico sólo tienen cromosomas metacéntricos y 

submetacéntricos, mientras que los del noreste del Pacífico tienen cromosomas similares 

así como algunos intermedios entre estos tipos, además de uno (este estudio)  a dos pares de 

cromosomas subtelocéntricos (Minkler, 1977). La importancia de definir tipos de 

cromosomas como intermedios entre estas dos clases surge de la observación de diferentes 

conclusiones alcanzadas en diferentes estudios para la misma especie. Por ejemplo, los 

abulones del noroeste del Pacífico descritos son muy homogéneos en el número de 

cromosomas metacéntricos y submetacéntricos, con la mayoría de los reportes indicando 

que  existen 10 pares de metacéntricos y 8 pares de submetacéntricos en H. discus (H. 
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discus discus, H. discus hannai, y H. madaka), y H. gigantea (Arai et al., 1982; Okumura et 

al., 1995 en Okumura, 1999; Miyaki et al., 1997 y 1999). Sin embargo también existen dos 

reportes (Wang et al., 1988; Okumura et al., 1999) que indican 11 pares de metacéntricos y 

7 pares de submetacéntricos para H. discus (H. discus hannai). Las diferencias reportadas 

para H. discus (H. discus hannai) han sido atribuidas a tres pares de cromosomas (4, 9 y 

17) los cuales tienen una relación de brazos cerca de los límites de la clasificación entre 

metacéntricos y submetacéntricos (Okumura et al., 1999), resultando en una clasificación 

ambigua aun entre las que actualmente se piensa que son una sola especie.  

Contrastando con la homogeneidad en tipos de cromosomas de las especies del 

noroeste del Pacífico, las especies de noreste del Pacífico evaluadas indican mucho menos 

homología en los números de metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) y subtelocéntricos 

(st) entre especies (H. cracherodii con 8m : 8sm : 2st, pero H. fulgens y H. rufescens con 

10 m : 2 m-sm : 5 sm : 1 st). La  falta de homología en los cariotipos también ha sido 

reportada para las especies del Indo Pacífico evaluadas hasta ahora, las que son 

caracterizadas por un número cromosómico diploide de 2n = 32. Aun más, la falta de 

homología en los cariotipos ha sido reportada también para lo que hoy se sugiere (Lee y 

Vacquier 1995) que es la misma especie (Tabla 3), un resultado que puede ser explicado 

por tamaños de muestra reducidos usados para obtener el cariotipo o por usar metafases de 

baja calidad. Por ejemplo, entre este grupo de especies del Indo Pacífico, se han reportado 

dos cariotipos conflictivos entre dos especies, H. varia (Nakamura 1986, Arai et al. 1988; 

Jarayabhand et al. 1998) y H. diversicolor (Nakamura 1985; Arai et al. 1988). Nakamura 

(1986) de hecho menciona que sus datos para H. varia no son precisos por el pequeño 
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tamaño (1.41 a 3.63 µm) de algunos de los cromosomas que el encontró, y Jarayabhand et 

al. (1998) atribuyen la diferencia en su estudio con el de Arai et al. (1988) a diferentes 

condiciones metodológicas. Sin embargo, las microfotografías del cariotipo de H. varia 

incluido en Jarayabhand et al. (1998) indica un posible problema  también con las 

mediciones por el pequeño tamaño de los cromosomas y la baja definición de las metafases. 

Las diferencias reportadas para el cariotipo de H. diversicolor pueden ser explicadas porque 

un autor clasifica 2 cromosomas como submetacéntricos, mientras que el otro los clasifica 

como submetacéntricos-subtelocéntricos, indicando que el índice centromérico esta en los 

límites de ambas clases, señalando de nuevo la necesidad de una clasificación más 

detallada cuando el índice centromérico de los cromosomas esta dentro o cerca de los 

límites de dos clasificaciones. 

El estudio de los cariotipos de las especies H. rufescens y H. fulgens muestra que 

existen diferencias morfológicas entre los cromosomas de estas dos especies de manera que 

sólo 7 de 18 pares de cromosomas se encontraron similares en longitud relativa (LR) e 

índice centromérico (IC). Las diferencias encontradas en los cariotipos pueden ser 

explicadas al hacer comparaciones de longitud relativa entre las especies que indican 

similitud en los cromosomas de ambas especies, por ejemplo el cromosoma 7 de H. fulgens 

y los cromosomas 6 y 7 de H. rufescens tienen la misma LR, pero distinto IC. También, el 

cromosoma 14 en H. fulgens y el cromosoma 16 en H. rufescens tienen LR similar, pero 

diferente IC. En ambos casos las diferencias en IC pudieron haber sido causadas por una 

inversión pericéntrica, un cambio estructural en los cromosomas que se sabe representan las 

mutaciones más frecuentes en la evolución de los cariotipos (White, 1978).  Finalmente 
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otra diferencia importante entre los cariotipos de las dos especies es la posición del único 

cromosoma subtelocéntrico en cada una, basada en orden de LR decreciente, el cual está en 

la posición de cromosoma 15 en H. fulgens y 17 en H. rufescens, lo cual sugiere un posible 

evento de traslocación en el linaje común de estas especies.  

La información de los cariotipos de las especies investigadas en este trabajo apoya la 

distinción del abulón rojo (Haliotis rufescens) y el abulón  azul (Haliotis fulgens) como dos 

especies distintas. El estudio genético realizado por Lee y Vacquier (1995) también apoya 

la distinción de H. fulgens y H. rufescens como dos especies y adicionalmente las separa de 

las otras especies encontradas en Norteamérica, H. corrugata, H. sorenseni, H. 

chacherodii, H. kamschatkana y H. wallalensis.  

Las diferencias observadas en los cariotipos de la especies H. rufescens y H. fulgens 

indican la posible existencia de un mecanismo de aislamiento reproductivo postcigótico 

entre estas dos especies. De hecho, se ha observado que los híbridos de abulón rojo y azul 

aun cuando son capaces de llegar a adultos, presentan una fertilidad extremadamente 

reducida (Leighton y Lewis, 1982).   Esto se presume es debido a que los cromosomas en el 

híbrido son incapaces de realizar una sinapsis  adecuada durante la profase de la meiosis I 

(Freeman y Herron, 2001). Una observación interesante en los experimentos que se 

realizaron en este trabajo fue que los huevos de la única hembra híbrida que se utilizó como 

progenitora, al ser fertilizados con esperma de abulón rojo, produjeron en el grupo control 

solo un 6% de larva trocófora nadadora, con un 100% diploide y con porcentajes de 

aneuploides (ya sean reales o debido a artefactos de las preparaciones cromosómicas) 

similares a los observados en la progenie de progenitoras no híbridas. Esto podría indicar 
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que la  meiosis normal puede ocurrir en un bajo porcentaje de los ovocitos de los híbridos, 

esto es, que existe una posible resolución del complejo sinaptonémico en un bajo 

porcentaje de los huevos en híbridos. El reducido número de larva trocófora obtenida puede 

haber sido causado alternativamente por bajos porcentajes de fertilización, ya que se 

observó una escasa presencia de cuerpos polares en los huevos de esta hembra híbrida 

comparado con lo observado en huevos de hembras no híbridas. Se sabe que para que 

ocurra una fertilización exitosa cuando se utilizan dos especies diferentes deben utilizarse 

cantidades de esperma por óvulo mayores a los que se utilizaron en el experimento, lo cual 

podría explicar el resultado obtenido.   

 

6.2. CERTIFICACIÓN GENÉTICA DE ‘PRESUNTOS’ HÍBRIDOS  

 

La certificación de la condición genética de híbrido se llevó a cabo por dos métodos, 

definición y análisis de variantes alélicas únicas por especie para 4 enzimas (GPI, MDH-1, 

MDH-2, SOD), y análisis de picos de fluorescencia de ADN total por citometría de flujo. 

El análisis de alozimas inicialmente incluyó a seis enzimas que fueron AAT, FDH, 

LDH, GPI, MDH-1, MDH-2 y SOD.  Sin embargo, para la certificación de los híbridos 

sólo se utilizaron las cuatro últimas debido a que para AAT, FDH y LDH se observó el 

mismo alelo en las dos especies de abulón, mientras que para GPI, MDH-1, MDH-2 y SOD 

se observaron distintos alelos en las dos especies, pudiéndose identificar a los híbridos 

como los individuos que presentaban los alelos de ambas especies. Las mejores enzimas 

para diagnosticar a los híbridos fueron SOD y MDH-2 debido a que todos los individuos de 
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la especie rojo y azul fueron homocigotos para su variante alélica y los únicos 

heterocigotos fueron los híbridos presentando un alelo de la especie rojo y otro de la 

especie azul. En cambio para MDH-1 y GPI se observaron individuos heterocigotos en los 

grupos de presuntos híbridos que presentaron un alelo que no se observó en los grupos de 

referencia de las especies azul y rojo, por lo que estas enzimas por si solas no fueron 

capaces de diagnosticar si estos individuos eran híbridos. El resto de los individuos (49) 

fueron inequivocamente diagnosticados con base en las cuatro enzimas. La constancia en el 

diagnóstico con las cuatro enzimas  evidencía la efectividad de este análisis para la 

certificación genética de los híbridos de abulón rojo y azul. De las enzimas analizadas en 

este estudio, cuatro de ellas AAT, GPI, MDH-1 y MDH-2 han sido previamente utilizadas 

de manera exitosa para certificar híbridos de abulón H. kamtschatkana y H. discus hannai 

(Hoshikawa et al., 1998). 

Mientras que en este trabajo el análisis de alozimas probó ser eficiente en identificar a 

los individuos híbridos,  el análisis de citometría de flujo no permitió distinguir a los 

híbridos inequívocamente de las especies parentales, puesto que aunque se observó una 

diferencia en la media de la cantidad de ADN relativa entre el abulón rojo y azul, con el 

híbrido presentando un pico intermedio entre las especies parentales, existe un traslape 

entre el intervalo de confianza de ADN relativo presentado por los híbridos con el de una u 

otra de las especies parentales. Esta misma conclusión fue obtenida cuando se utilizó la 

citometría de flujo para distinguir híbridos de ostión (Allen y Gaffney, 1993) y de lenguado 

(Park et al., 2003), y demuestra la importancia de un análisis estadístico, y no sólo una 

comparación de valores medios en donde la variación de la muestra no es considerada. 
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La utilidad del análisis de citometría de flujo en los experimentos realizados de 

inducción a la poliploidía fue que permitió el definir la ploidía alcanzada en estadio de 

postlarva sin tener que realizar análisis de conteos cromosómicos como en el caso del 

estadio de trocófora, los cuales a pesar de su precisión, son laboriosos. En el primer 

experimento, para el cual no fue posible sacrificar a los organismos utilizados como 

presuntos híbridos por lo que no se realizó certificación genética, se podría inferir en base a 

la alta supervivencia a larva trocófora en el grupo control (64% - 91%) que probablemente 

las progenitoras no fueron híbridas.  Sin embargo, dado que cada replica constó del desove 

en masa de seis hembras, no es posible concluir inequívocamente la presencia o no de 

hembras híbridas en ese experimento.   

Los híbridos observados previamente en especies de Norteamérica han sido definidos 

como tales únicamente por el análisis del fenotipo. Este puede conducir a un diagnóstico 

equivocado si existe una plasticidad fenotípica en las especies en respuesta a distintos 

ambientes, o  en el caso de que el fenotipo sea verdaderamente útil para el diagnóstico, 

pueden ocurrir errores si el observador no tiene la suficiente familiaridad y experiencia para 

distinguir las especies y los híbridos. En el caso de un trabajo de  Owen et al. (1971), estos 

autores hicieron una prueba inmunológica que distinguió exitósamente a un híbrido de H. 

rufescens y H. corrugata de las especies parentales. Desafortunadamente esto lo hicieron 

sólo en un individuo híbrido, y la condición híbrida de todos los otros organismos 

diagnosticados por su fenotipo como tales no fue confirmada genéticamente (o 

inmunológicamente).  Estos autores también hicieron un análisis del radio de longitud y 

longitud / altura de la concha en presuntos híbridos de H. rufescens y H. sorenseni y sus 
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especies parentales, y la curva ajustada resultante de ese radio fue intermedia en los 

híbridos  con respecto a las especies parentales, pero esto no ofrece una distinción genética 

contundente o inequívoca, especialmente cuando se considera que el error estándar (no 

mostrado por los autores) podría indicar una falta de diferenciación con una o ambas de las 

especies parentales.  Por otro lado, Brown (1995) certificó genéticamente mediante análisis 

de alozimas como híbridos de H. rubra y H. laevigata a individuos que presentaban 

características de la concha, el pie y el epipodio intermedios entre las especies parentales. 

Los híbridos de abulón H. kamtschatkana y H. discus hannai también han sido certificados 

genéticamente mediante análisis de alozimas (Hoshikawa et al., 1998), aunque no se hace 

una relación del genotipo híbrido con el fenotipo. Aun cuando la distinción fenotípica 

puede ser evidencia de la hibridación, una certificación genética de la misma es 

indispensable.  Por ejemplo, Gaffney y Allen (1993) realizaron una revisión de los reportes 

de hibridación entre las especies del género Crassostrea encontrando que prácticamente no 

ha existido una certificación genética de los híbridos, y  por la ausencia de grupos controles 

en algunos experimentos, la posibilidad de contaminación por la transferencia inadvertida 

de larvas y/o gametos de un cultivo a otro, las ambigüedades existentes en la clasificación 

de las especies y los resultados contradictorios de diferentes autores en muchas de las 

cruzas híbridas, concluyen que no existe evidencia inequívoca de la existencia de híbridos 

interespecíficos viables entre las especies del género Crassostrea. Aun más, en el presente 

estudio, de un total de 55 presuntos híbridos analizados sólo 10 fueron demostrados como 

híbridos genéticamente. Aunque no se hizo un análisis detallado del fenotipo de esos 

híbridos, el personal de la granja seleccionó a 5 animales con características intermedias de 
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la concha y el epipodio, sin embargo, se estableció por análisis de alozimas que sólo tres 

eran híbridos, lo que señala la necesidad y utilidad de la certificación genética.   

En relación al análisis de alozimas como método para la certificación genética de 

híbridos, es importante mencionar que si bien el análisis de alozimas es sencillo y eficiente, 

no es útil  cuando los organismos no pueden ser sacrificados ya que se requieren cantidades 

grandes  de tejidos vitales como la glándula digestiva y el músculo aductor tejidos que no 

es posible obtener sin sacrificar al animal. En una granja acuícola, el sacrificar a 

reproductores o a organismos que tienen 4 años en cultivo para su análisis no es deseable, y 

en el caso de un análisis de híbridos en el medio natural es necesario desarrollar un método 

no destructivo si se desea un tamaño de muestra grande. Un método que no requiere de 

sacrificar el animal es por ejemplo el análisis de microsatélites, ya que se requiere sólo una 

pequeña cantidad de tejido que puede obtenerse de un segmento de un tentáculo epipodial. 

Los microsatélites son secuencias pequeñas de ADN de 1 a 6 pares de bases repetidas en 

tandem que se encuentran dispersas en el genoma, son abundantes, polimórficos (sus alelos 

difieren en el número de repeticiones, esto es su longitud) y codominantes, un microsatélite 

puede tener diferentes alelos entre especies, de manera que un híbrido puede ser 

identificado por la presencia de un alelo de cada especie parental. Estos se han utilizado 

para identificar híbridos en peces (Ohara et al., 2000; Park et al., 2003). 
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6.3. POLIPLOIDÍA 

La inducción a la triploidía fue exitosa en el abulón rojo utilizando 0.5 mg/L de 

citocalacina B (CB) para inhibir la extrusión del segundo cuerpo polar (CP2), como ya 

había sido demostrado por Maldonado et al. (2001). Los más altos porcentajes de postlarvas 

triploides fueron obtenidos en el primer y tercer experimentos (100%). Los porcentajes de 

triploides obtenidos en la etapa de postlarva fueron superiores a los reportado previamente 

en abulón rojo (85%) por Maldonado et al. (2001). No obstante se han obtenido resultados 

similares  al de este trabajo cuando se utilizaron concentraciones más altas de CB para las 

inducciones, aunque la supervivencia fue mas afectada por altas concentraciones de CB. La 

inducción a la triploidía en abulón rojo con CB ha logrado en ambos trabajos mayores 

porcentajes de triploides en postlarva que los reportados para otra especie de abulón 

inducida a la triploidía utilizando CB, H. midae (62%). Stepto y Cook (1998) observaron a 

las 120 h de cultivo (tomado como equivalente a la etapa de postlarva) menores porcentajes 

de triploides. Otros autores han reportado entre 58 y 100% de triploides en embriones, 

larvas o juveniles de moluscos bivalvos al inhibir la extrusión del segundo cuerpo polar con 

0.5 mg/L de CB (Supan et al., 2000; Nell et al., 1994; Wada et al., 1989; Ruiz-Verdugo et 

al., 2000).  

Un efecto tóxico de la CB y del medio por cual es introducida al ovocito (DMSO) es 

conocido como causante de la mortalidad observada en larvas inducidas a la triploidía 

(Stepto y Cook, 1998, Baron et al., 1989, Wada et al., 1989, Supan et al., 2000, Maldonado 

et al., 2001), lo cual puede explicar parte de la mortalidad en los experimentos en donde se 

llevó hasta la fase de postlarva en todos los tratamientos con citocalacina B. Por otro lado, 
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una de las razones por las que se producen porcentajes variables de triploides y por lo tanto 

otras ploidías se ha definido como la falta de sincronía en los tiempos de extrusión de 

cuerpos polares en los huevos (Supan et al., 2000; Scarpa et al., 1994b; Utting y Child, 

1994, Gerard et al., 1999; Maldonado et al., 2001; Ruiz-Verdugo et al., 2001). Esta falta de 

sincronía puede ser debida, entre otras, a diferencias en la calidad del huevo (Allen y 

Bushek, 1992; Utting y Doyou, 1992; Eudeline et al., 2000).  La calidad del huevo utilizado 

en experimentos de poliploidía puede ser medida indirectamente por la supervivencia de los 

grupos controles de los experimentos (Aldridge et al., 1990; Maldonado et al., 2001; Ruiz-

Verdugo et al, 2001). Por ejemplo, el coeficiente de variación (CV) para la supervivencia 

en los grupos control ha mostrado estar correlacionado con los porcentajes de triploides que 

se obtienen en el abulón rojo (Maldonado et al., 2001), resultando altos porcentajes de 

triploides cuando el CV es bajo y bajos cuando el CV es alto. Esta correlación también fue 

observada en este trabajo. El CV de supervivencia más alto en trocófora y postlarva (42 y 

52) fue para el  segundo experimento con las más bajas supervivencias en controles, aun 

excluyendo la repetición 4 donde se utilizó la hembra híbrida, y fue en este experimento en 

donde se registraron los más altos porcentajes de diploides y los más bajos porcentajes de 

triploides. El primer experimento tuvo el CV para supervivencia más bajo en trocófora y 

postlarva (18 en ambos estadios) y las mas altas supervivencias en controles, y aunque se 

registró un 100% de triploides en postlarva, en trocófora se observaron otras ploidías lo que 

puede ser explicado por el hecho de que los huevos de cada repetición provenían de varias 

hembras y por tanto pudo existir variación en tasas meióticas (extrusión de cuerpos polares) 

reduciendo el éxito a la triploidía (Allen y Bushek, 1992; Utting y Doyou, 1992; Eudeline 

et al., 2000).  El tercer experimento también tuvo un bajo CV en trocófora y postlarva (22 y 
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18) con supervivencias en controles intermedias al primer y tercer experimentos, y en este 

se observó un 100% de triploides en postlarva y la presencia de sólo dos ploidías aunque 

principalmente triploides en trocófora. 

Mientras que el método más comúnmente utilizado para la producción de triploides en 

moluscos es a través de la inhibición del segundo cuerpo polar (CP2) en ovocitos 

fertilizados con esperma normal o no irradiado, el éxito en producir 100% triploides es 

raramente alcanzado en este tipo de inducciones, observándose en la mayor parte de los 

estudios reportados un cierto porcentaje de diploides.  Las explicaciones son diversas, entre 

las que destacan: la no inhibición del CP2, consecuencia de la ya discutida asincronía en 

tasas meióticas que puede resultar tanto de la mezcla de ovocitos de varias hembras como 

en el primer experimento (Allen y Bushek, 1992; Eudeline et al., 2000)  y la  de calidad de 

huevo no óptima (Utting y Doyou, 1992). La observación de algunos cigotos tetraploides 

durante la inhibición del CP2 es probablemente un artefacto, ya que esta ploidía no es 

esperada por la inhibición del CP2, aunque si cuando se inhibe el CP1.  Por otro lado, la 

inhibición de la primera división celular donde se esperaría que el resultado fuera 

tetraploidía en un 100%, pero donde se observaron tanto diploides como triploides, puede 

ser explicada por que la  inhibición con citocalasina B fue  inefectiva o por que ésta afectó 

el segundo cuerpo polar en algunos ovocitos con tasas meióticas más lentas y no la primera 

división celular. La inhibición de la primera división celular para la cual se observó una de 

las tasas mas elevadas de mortalidad en el primer experimento ha sido previamente 

demostrada como letal en múltiples estudios (Gendreau y Grizel, 1990; Diter y Dufy, 1990; 

Guo et al., 1994; Nell et al., 2002; Maldonado et al., 2003). 
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 En este trabajo, se empleó la ginogénesis con el objetivo principal de contar con un 

método para la obtención de tetraploides de abulón rojo. El propósito de emplear la 

ginogénesis fue la obtención de un huevo en el cual el esperma no contribuyera con su 

juego de cromosomas, de tal manera que al inhibirse la primera y segunda  meiosis se 

obtendría un cigoto tetraploide. Para lograr lo primero se estandarizó la  cantidad de 

irradiación de luz ultravioleta óptima para destruir los cromosomas del esperma, para lo 

cual se realizó un experimento separado previo a los experimentos de inducciones. 

Para inducir a la ginogénesis se eligió la dosis de irradiación más alta que 

simultáneamente tuviera un alto porcentaje de esperma móvil y que resultara en el mayor 

porcentaje de haploidía posterior a la fertilización del huevo. Esto permitiría evitar que 

dosis bajas de irradiación pudiesen producir daños parciales a los cromosomas del esperma 

permitiendo su integración al pronúcleo del óvulo con la consecuente expresión de efectos 

deletéreos en el desarrollo temprano del animal (Guo et al., 1993). La dosis elegida fue la 

de 60 s de irradiación (54,000 µW/cm2), misma que resultó en el número mas elevado de 

embriones haploides, aunque también se observó el menor porcentaje de huevos en 

desarrollo cuando se comparó con los grupos que fueron irradiados durante 20 y 40 s  

(18,000 µW/cm2  y 36,000 µW/cm2). Esto último posiblemente se debió a que con la 

irradiación  durante 60 s se  perdió la motilidad del esperma irradiado en un porcentaje más 

alto (10%) que en otras dosis (0%), por lo que se infiere que el menor desarrollo fue 

causado por una reducción en la tasa de fertilización. Las observaciones realizadas en este 

experimento concuerdan con otros estudios de ginogénesis en el abulón H. discus y en otras 

especies de moluscos (Guo et al. 1993, Fairbrother 1994, Li et al. 2000b) en donde se 
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observó un efecto de la dosis de irradiación sobre la motilidad del esperma. A altas dosis de 

irradiación del esperma, el acrosoma se deforma  y el esperma puede perder su motilidad 

debido a daños en las proteínas que componen el flagelo si la dosis de irradiación es muy 

alta. La dosis de  54,000 µW/cm2  fue subsecuentemente empleada para lograr la 

inactivación del complemento paterno de cromosomas en los experimentos de inducción a 

la tetraploidía por medio de la inhibición de ambos cuerpos polares.  En los dos últimos 

experimentos se conformó adicionalmente al grupo haploide un grupo ginogenético 

diploide (G), el cual se logró activando el desarrollo del huevo con un esperma irradiado 

con luz UV y un tratamiento de CB para inhibir la extrusión del segundo cuerpo polar y 

restaurar así la diploidía. La supervivencia fue nula en el segundo experimento y de sólo 

3% en el tercer experimento. La comparación de estos grupos G con los resultados 

observados en los grupos T en donde también se inhibió el segundo cuerpo polar y el cual 

tuvo una alta supervivencia larvaria, indica que la mortalidad en los grupos G está asociada 

a la condición de ginogénesis principalmente. La condición de ginogénesis genera una alta 

homocigosidad y endogamia, fenómeno que pudiera causar  anormalidades y mortalidad 

(Beaumont, 1994) en los organismos como consecuencia de la elevada expresión de  genes  

recesivos deletéreos en condición homocigota.     

La inducción a la tetraploidía no había sido previamente reportada en especies de 

abulón. En este trabajo se logró la inducción a la tetraploidía en el abulón rojo utilizando el 

método de ginogénesis para inhibir la unión del complemento cromosómico del macho con 

el de la hembra, seguido de la inhibición del primer y segundo cuerpo polar. Se lograron 

producir larvas trocóforas tetraploides en altos porcentajes. Sin embargo, la supervivencia a 
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postlarva fue muy baja de 1% y sólo en un experimento, por lo que aunque la inducción a la 

tetraploidía por este método puede calificarse como efectiva, los tetraploides producidos 

por este método no fueron viables más allá de larva trocófora. Estos resultados son 

similares a los observados previamente en un experimento hecho con especies de ostión en 

que se empleó esta técnica, y en donde también se lograron obtener tetraploides pero con 

nula supervivencia más allá de dos meses postfertilización (Guo et al., 1993).  

Los resultados obtenidos en el primer experimento para aquellos grupos en los cuales 

se utilizó esperma UV irradiado presentan dificultades en su interpretación dado lo 

inesperado de los datos e incluso pudieseran ser explicados como errores durante la 

ejecución del experimento.  Esto es, al parecer hubo un error al realizar la fertilización en la 

primera repetición puesto que las larvas y postlarvas del grupo control que se esperaba 

fuera haploide fueron en realidad diploides, lo que indica que el esperma utilizado para la 

fertilización fue esperma no irradiado. Sin embargo, dado que las fertilizaciones se 

realizaron en forma independiente entre tratamientos, en los grupos de inducción a la 

tetraploidía (4n) el esperma utilizado aparentemente si fue el irradiado, ya que hubo una 

alta producción de tetraploides en la primera y segunda repetición, sin observarse 

pentaploides que sería el resultado de haber utilizado un esperma normal o no irradiado con 

luz UV. 

En los dos últimos experimentos, el alto porcentaje de haploides observado en los 

controles haploides (CUV) sugiere que la irradiación fue efectiva para bloquear la unión del 

pronúcleo del esperma al del óvulo, aunque la presencia de un mayor número de diploides 

en el segundo experimento indica que en éste la irradiación del esperma fue menos efectiva. 
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Esto puede ser explicado por el hecho de que en el experimento 3 donde la irradiación fue 

más efectiva en lograr la producción de haploides, la lámpara de luz UV utilizada era nueva 

y la intensidad de la irradiación fue de 900 µW/cm2, mientras que  cuando se realizó el 

segundo la cantidad de irradiación producida por la lámpara posiblemente fue menor ya que 

después de este experimento y de otro ajeno a esta tesis la intensidad de la luz en la lámpara 

fue medida, encontrando que esta era de solamente 450 µW/cm2, deduciéndose que la 

intensidad de la lámpara en el segundo experimento estuvo entre 450-900 µW/cm2, lo que 

explica el que no se hayan obtenido un 100% de haploides.  

En cuanto a la observación de diploides y triploides presentes durante la inducción a la 

tetraploidía por la inhibición de ambos cuerpos polares posteriormente a la irradiación del 

esperma, esto pudo haberse debido a una falta de sincronía en la extrusión de cuerpos 

polares. Los diploides y triploides pueden ser el resultado de solo inhibir la extrusión del 

primero o del segundo cuerpo polar y ser fertilizados con esperma irradiado o no irradiado 

respectivamente. La producción de pentaploides se explica si fueron inhibidos ambos 

cuerpos polares y la fertilización fue con un esperma no irradiado. Los haploides y 

hexaploides encontrados son acontecimientos inesperados.  

Las otras ploidías presentes en los grupos inducidos a la tetraploidía en el primer y 

segundo experimento concuerdan al igual que en los grupos de inducción a la triploidía en 

general con lo observado sobre el hecho de que una alta calidad de huevo (evidenciada por 

alta supervivencia en los grupos controles) se refleja en un desarrollo embrionario 

sincronizado que resulta en más altos porcentajes de tetraploides. En base a esto en el 

experimento 1, en donde hubo mayor supervivencia de controles hubo una mayor cantidad 
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de tetraploides, pero contradictoriamente con presencia de otras ploidías de haploide a 

hexaploide lo cual puede ser explicado por el hecho de haber utilizado huevos derivados de 

varias hembras con posibles diferencias en tasas meióticas entre ellas. En el experimento 2 

en donde la supervivencia a trocófora fue la más baja se encontró el más bajo porcentaje de 

tetraploides y presencia de otras ploidías de n a 6n lo cual puede ser explicado 

principalmente por baja calidad de huevo. En el tercer experimento que se utilizaron 

huevos de cada hembra en forma individual, y que tuvo supervivencias en el control 

intermedias entre el primero y el segundo con un CV igual al primero se observó un 

porcentaje de tetraploides intermedio respecto a los otros dos experimentos y fue el único 

experimento donde se observó menor diversidad de ploidías  de 2n a 4n.  

La presencia de otras ploidías en el primer experimento puede ser explicada de dos 

maneras adicionales: 1) el hecho de que para realizar las inhibiciones en el grupo de 4n 

durante el primer y segundo experimento la referencia se estableció en el grupo control CC 

para establecer los tiempos de aplicación del tratamiento (cuando el 50% de los huevos 

mostraban el segundo cuerpo polar).  Sin embargo para el tercer experimento se decidió dar 

el  seguimiento a los eventos meióticos del grupo control UV (CUV), ya que según Li et al. 

(2000a) por observaciones hechas en Haliotis discus hannai, cuando se irradia el esperma 

con luz ultravioleta, los eventos meióticos se ven retrasados respecto al control y el control 

UV es una mejor aproximación para determinar el tiempo de inducción cuando se realiza 

poliploidización después de la ginogénesis,  2) el hecho de que en el primer experimento se 

utilizó para cada repetición una mezcla de huevos de varias hembras que pudieron haber 

tenido una falta de sincronía en la extrusión de los cuerpos polares.   



                                              105
          

 

En cuanto al otro método evaluado para la producción de tetraploides, la inhibición de la 

primera división celular, el cual sólo fue evaluado en el primer experimento, produjo 

principalmente diploides y sólo un pequeño porcentaje (4%) de tetraploides en trocófora, 

que no fueron detectados en postlarva. El alto porcentaje de diploides y el bajo porcentaje 

de tetraploides también fue observado al ensayar este método en Argopecten ventricosus 

(Maldonado et al., 2003).  Este resultado era de esperarse dado que este método no ha sido 

capaz de producir larva trocófora viable tetraploides en moluscos (Gendreau y Grizel, 

1990; Diter y Dufy, 1990; Guo et al., 1994; Nell et al., 2002). Otro grupo que también se 

conformó en el primer experimento fue uno al que se le inhibió la primera división celular 

después de ser fertilizado con esperma irradiado (DCUV), en este no se obtuvo larva 

trocófora superviviente y la ploidía no pudo ser evaluada, pero se detectó desarrollo 

embrionario anormal en los huevos, y no ocurrió la eclosión. La no viabilidad observada 

puede ser resultado de la condición haploide del cigoto y los efectos deletéreos asociados 

con esta condición (Ijiri y Egami, 1980; Arai, 1984; Goswami, 1993), en la cual un gen 

recesivo deletéreo se puede expresar  por carecer de un gen complementario que lo 

enmascare como ocurre en un organismo diploide.  

Al igual que en la inhibición de la primera mitosis, la inhibición del CPI en ovocitos de 

diploides es otro método que ha sido empleado en moluscos para la producción ‘incidental’ 

de tetraploides  (Gendreau y Grizel, 1990; Diter y Dufy, 1990; Yang et al., 2000; Peruzzi y 

Guo, 2002; Maldonado et al., 2003) en los cuales se han observado resultados similares a 

los de este trabajo, es decir, se han producido tetraploides en bajos porcentaje pero estos no 
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son siempre observados y cuando ocurren no son viables. Una posible explicación para la 

ocurrencia de tetraploides incidentales cuando se inhibe el CP1 es un evento de no-

disyunción en uno de los juegos de cromosomas (materno o paterno) de tal manera que 

algunos cigotos heredarían 3 juegos cromosómicos de la madre (2n + n) que al unirse con 

el juego aportado por el esperma (1n) resultaría en un cigoto tetraploide. 

Independientemente del evento que resulta en los tetraploides incidentales cuando se inhibe 

el CP1 la  hipótesis para explicar la inviabilidad de los tetraploides producidos de esta 

forma en ostión fue planteada por Guo (1991 citado por Guo y Allen, 1994), en donde 

propone que se debe a una deficiencia en tamaño celular causada por la segmentación de un 

huevo de volumen normal (reservas para un huevo diploide) con un núcleo tetraploide 

grande.  Los resultados de múltiples experimentos en diversas especies parecen apoyar esta 

hipótesis, ya que en ningún caso se ha logrado producir tetraploides viables por medio de la 

inhibición de eventos meióticos en ovocitos derivados de diploides. 

Por otro lado, el único método que ha demostrado su factibilidad en la producción de 

tetraploides es la inhibición del primer cuerpo polar en ovocitos obtenidos de triploides 

(Guo y Allen, 1994; He et al., 2000; Maldonado et al., 2003), por lo que se recomienda que 

futuras investigaciones para la producción de tetraploides de abulón se orienten a 

desarrollar ese método. Tal método tiene la desventaja de que se necesita obtener triploides 

adultos y fértiles en cierto grado. Se sabe que en abulones acondicionados para su desove 

en el laboratorio la talla de primera madurez puede ser desde 5 cm  (~2 años de edad) para 

el abulón rojo  (Ault, 1985) y de 5.8 cm (~1.9 años de edad) para el abulón azul (Pérez-

Serrano et al. 1992), pero no se conoce si los triploides de estas especies son capaces de 
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producir gametos femeninos en suficiente cantidad y a que edad los producen, aunque estos 

estudios están en desarrollo (A. M. Ibarra, comunicación personal).  

Finalmente, es importante señalar que la aplicación de metodologías de ginogénesis en 

hembras supuestamente híbridas teóricamente permitiría transmitir el genotipo híbrido de la 

madre a la progenie, pero desafortunadamente sólo una de las 10 hembras evaluadas (del 

segundo y tercer experimentos) fue confirmada genéticamente como híbrida verdadera, y 

no se logró obtener progenie viable de la misma, aunque si suficientes ovocitos. Debido a 

que la meiosis esta detenida antes de la metafase en moluscos, al menos se puede inferir 

que esta hembra híbrida fue capaz de llevar a cabo la conclusión de la profase y por tanto 

de sinapsis de cromosomas ya que la vitelogénesis no ocurre hasta concluir con la etapa de 

diploteno, lo cual abre la posibilidad a estudios futuros tanto de utilización de hembras 

híbridas como progenitoras para la producción de alopoliploides en abulón. Una 

observación adicional  es que el hecho de no observar triploides en el grupo T de esta 

hembra quizás se debió a un retraso en la tasa meiótica de los huevos, ya que la reducción 

cromosómica completa se evidenció como posible en el grupo CUV, donde el porcentaje de 

haploides fue igual al obtenido para las otras hembras no híbridas (97%) en ese 

experimento.  Son necesarios mas estudios en este tipo de hembras con el fin de entender el 

proceso meiótico en las mismas y de responder preguntas tales como: ¿existe o no  

recombinación entre los cromosomas derivados de cada especie parental?).   

Los alotetraploides son deseados porque en un futuro estos pueden ser utilizados para 

producir alotriploides biológicos. Un triploide biológico es un organismo proveniente de la 

cruza de un progenitor tetraploide que produce gametos 2n con otro diploide que produce 
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gametos n (2n + n = 3n). Un alotriploide biológico se logra si el progenitor tetraploide 

utilizado es híbrido (i. e. un alotetraploide). En futuros trabajos se recomienda  evaluar la 

inducción a la autotetraploidía por el método de inhibición del primer cuerpo polar en 

ovocitos de triploides, para posteriormente realizar hibridaciones con otras especies para 

obtener alotriploides biológicos. Otro método que requiere de ser evaluado es la hibridación 

seguida inmediatamente por la inducción a la triploidía utilizando citocalacina B con el fin 

de obtener alotriploides los cuales a su vez podrían ser utilizados para producir 

alotetraploides a partir de los ovocitos de las hembras alotriploides. 

En resumen, este trabajo es un avance en la investigación de las metodologías de 

inducción a la poliploidía en haliótidos donde se conocen pocos antecedentes, así como del 

avance del conocimiento genético de las especies de abulón en el Pacífico mexicano 

mediante la investigación citogenética y la certificación genética de la hibridación.   
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APÉNDICE I. REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADAS  

PARA LA TINCIÓN DE CROMOSOMAS 

 

Solución base – stock- de Giemsa 

Giemsa 1 g 

Glicerina 60 ml 

Metanol absoluto 66 ml 

Se mezclan la Giemsa y la Glicerina durante 2 horas a 60º C en baño maría, se deja enfriar 

y se agrega el alcohol. Se mantiene en refrigeración y protegido de la luz.  

 

Amortiguador –Buffer- de fosfatos pH 6.8 

Primero se preparan: 

Fosfato de Sodio monobásico 0.1 M (100 ml) 

Fosfato de Sodio monobásico 1.38 g 

Agua destilada 100 ml 

 

Fosfato de Sodio dibásico 0.1 M (100 ml) 

Fosfato de Sodio dibásico 1.42 g 

Agua destilada 100 ml 

 

Después se mezclan: 

Fosfato de Sodio monobásico 80 ml 
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Fosfato de Sodio dibásico 80 ml 

Con los 20 ml restantes de las soluciones se ajusta el pH a 6.8. Se mantiene en 

refrigeración. 
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APÉNDICE II. SOLUCIÓN PARA TINCIÓN DAPI / DETERGENTE / DMSO 

 

Para preparar 1 L: 

Agua destilada 500 ml 

NaCl 8.5 g 

Tris base 1.2 g 

Ajustar pH a 7.4 

 

Agregar: 

CaCl2 500 mM 4 ml 

MgCl2 500 mM 44 ml 

BSA 50 mg 

Triton-X-100 1 ml 

DAPI (4´,6-Diamidino-2-fenilindol) 10 mg 

DMSO (Dimetil sulfóxido) 100 ml 

Agregar agua destilada hasta volumen final de 1 L. Almacenar a 2 ºC - 6 ºC. 
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APÉNDICE III. SISTEMAS AMORTIGUADORES UTILIZADOS EN 

ELECTROFORESIS DE ENZIMAS 

 

SISTEMA “R” (May, 1992) 

 

Solución para electrodos 

Hidróxido de litio 0.06 M 1.26 g  

Ácido bórico 0.3 M 9.27 g  

H2O destilada 500 ml 

Ajustar a pH 8.1 

 

Solución para gel 

Trizma 0.03 M   1.82 g 

Ácido cítrico 0.005 M   0.48 g  

Solución  para electrodos 1% 5 ml  

H2O destilada 500 ml 

Ajustar a pH 8.5 

 

Condiciones eléctricas para electroforesis con sistema “R” 

Volts (V) 250 

Miliamperes (mA) 60 

Watts (W) 30 

 



                                              129
      

SISTEMA “T-C” (Benzie et al., 1993) 

 

Solución base – stock- 

Trizma 40.88 g 

Ácido cítrico 22.6 g 

H2O destilada 500 ml 

 

Solución para electrodos: Trizma 135 mM, Ácido cítrico 43 mM 

Solución stock 100 ml 

Agua destilada 400 ml 

Ajustar a pH 7.0 

 

Solución para gel: Trizma 96 mM, Ácido cítrico 3 mM 

Solución stock 7.15 ml 

Agua destilada 492.85 ml 

Ajustar a pH 7.0 

 

Condiciones eléctricas para electroforesis con sistema “T-C” 

Volts (V) 300 

Miliamperes (mA) 50 

Watts (W) 30 
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APÉNDICE IV. RECETAS PARA TINCIONES DE ENZIMAS 

 
SISTEMA “R” 

 
AAT - Aspartato aminotransferasa (Pasteur y Pasteur, 1988) 

Solución sustrato pH 7 (ajustar pH con Tris 1 M) 

Ácido α-ketoglutárico    0.075 g 

Ácido L-aspártico     0.15 g 

Polivinil pirrolidona (PVP10)   0.30 g  

EDTA       0.03 g 

Na2HPO4      0.85 g 

Aforar con agua a:     30 ml 

Agregar los 30 ml de la solución sustrato e incubar a temperatura ambiente en oscuridad, 

durante 20 min., posteriormente agregar 0.09 g de Fast Blue disuelto en 2 ml de agua e 

incubar a 37° C. 

 

FDH - Formaldehído deshidrogenasa (Murphy et al., 1996) 

Glutatión      0.06 g 

Formol 37%      0.16 ml  

NAD 2%      0.4 ml  

MTT 1%      0.25 ml  

PMS 0.3%      0.2 ml  

Buffer para gel del sistema "R"   8 ml 
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Agar 2%      8 ml 

Incubar a 37°C 

 

GPI - Glucosa-6-fosfato isomerasa (Wilbur, 1995) 

Fructosa 6 fosfato     0.01 g 

MgCl2 10%      0.2 ml  

NADP 1%      0.5 ml                 

MTT 1%      0.5 ml  

G6PDH 100 u/ml     0.05 ml  

PMS 0.3%      0.3 ml  

Buffer para gel del sistema "R"   8 ml 

Agar 2%      8 ml 

Incubar a temperatura ambiente, revela en menos de 5 minutos. 

 

SOD - Superóxido dismutasa (Murphy et al., 1996) 

NAD 2%      0.16 ml  

NBT 1%      0.32 ml  

PMS 0.3%      0.32 ml  

Buffer para gel del sistema "R"   8 ml 

Agar 2%      8 ml 

Incubar a 37°C 
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SISTEMA “T – C” 

 
LDH - Lactato deshidrogenasa (May, 1992) 

Solución lactato 0.5 M pH 7    3 ml 

NAD 2%      0.16 ml  

MTT 1%      0.16 ml  

PMS 0.3%      0.16 ml  

Buffer para gel del sistema "R"   8 ml 

Agar 2%      8 ml 

Incubar a 37°C 

Solución lactato 0.5 M pH 7.0: 

DL - ácido láctico     0.33 ml 

Ajustar pH a 7.0 con NaOH 

Aforar con agua destilada a    10 ml 

 

MDH - Malato deshidrogenasa (Wilbur, 1995) 

Solución L - ácido málico 2 M pH 7   2 ml 

NAD 2%      0.25 ml  

MTT 1%      0.5 ml  

PMS 0.3%      0.33 ml  

Buffer para gel del sistema "R"   8 ml 

Agar 2%      8 ml 

Incubar a 37°C 




