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Resumen

Debido a la creciente demanda en el consumo de organismos acuáticos, la acui-
cultura ha adquirido mayor importancia a través del implemento de técnicas para 
el mejoramiento genético de las especies que son cultivadas. Una de las técnicas 
más empleadas es la inducción artificial de poliploidía. Esta técnica fue aplicada en 
el molusco bivalvo estuarino Polymesoda solida y para ello se empleó la cafeína a 
una concentración de 15 mM a embriones recién fecundados a los 30 y 40 minen 
dos tiempos de duración de exposición (10 y 20 min) después de la fecundación. 
Para medir el efecto de los tratamientos se determinó el número cromosómicos 
y el porcentaje de embriones poliploides presentes en cada metafase observada. 
Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia de un porcentaje alto de células 
poliploides en los tratamientos de 30 y 40 min post-inseminación (pi) y 10 min de 
exposición a la cafeína (93% y 80%, respectivamente), siendo muy bajo el número 
de triploides. El tratamiento a los 40 min de iniciada la fecundación y 20 min de ex-
posición a la cafeína tuvo efectos deletéreos sobre la obtención de metafases. Los 
tratamientos con una duración de 10 min, permitieron la obtención de embriones 
poliploides en P. solida.
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Chemistry induction of polyploidy in the bivalve mollusk  
Polymesoda solida (Philippi, 1846) (Bivalvia: Corbiculidae).

Abstract

Due to the growing demand of aquaculture organisms, aquaculture has become 
more important through the implement of techniques for genetic improvement of 
the species is cultivated. One of the most used techniques is the artificial induction of 
polyploidy. The technique was applied in the estuarine bivalve mollusk Polymesoda 
solida, using caffeine treatment at a concentration of 15 mM (exposition at 10 and 
20 min) on newly,30 and 40 min in fertilized embryos. To measure the effect of 
treatments on chromosome number and percentage of present polyploid embryos 
was determined for each metaphase observed. Results indicated that polyploidy 
cells were obtained only with the 10 minutes caffeine treatment both at 30 and 40 
min post-fecundation but the percentage (93% and 80%, respectively) of triploid 
was very low. The combination of 20 min caffeine treatment and 40 minutes after 
fecundation had deleterious effects on the obtainment of metaphases. Treatments 
lasting 10 minutes, allows obtaining P. solida polyploid embryos.

Keywords: Polymesoda solida; polyploidy; caffeine; embryos.

Introducción

La biotecnología aplicada a la acuicultura ha adquirido importancia debido a 
la creciente demanda del consumo de organismos acuáticos, lo que ha intensifi-
cado los estudios sobre la factibilidad de establecer cultivos comerciales (Zarain 
y Villalobos 2012). Entre los procedimientos biotecnológicos que se han aplicado 
está la manipulación del genoma para inducir poliploidía (Beaumont y Hoare 2003, 
Liu et al. 2006, Piferreret al. 2009). La poliploidía ha sido inducida en diferentes 
especies de bivalvos, con la finalidad de establecer los criterios biológicos y meto-
dologías para su posterior producción en masa (Gomelsky 2003, Zarain y Villalobos 
2012, Valenzuela 2013). 

Son numerosas las metodologías desarrolladas para obtener moluscos poliploi-
des, como los choques de temperatura, cambios de presión hidrostática y agentes 
químicos como la cafeína, la citocalasina - B y la 6 - dimetilaminopurina (Gomelsky 
2003, Norris y Preston 2003, Norris et al. 2005, Piferrer et al. 2009). La cafeína (C8H-
10N4O2) es un producto del metabolismo secundario de algunas plantas, además 
es un derivado purínico que se incorpora en el ácido desoxirribonucleico (ADN) 
induciendo cambios puntuales en los que se reemplaza la adenina por la guanina, 
por consiguiente se considera un agente mutagénico (Ocampo et al. 2008). Du-
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rante la maduración del ovocito (fase meiótica), la cafeína afecta los microtúbulos 
evitando la citocinesis. La cafeína se ha empleado exitosamente en la producción 
de poliploides en la ostra Crassostrea gigas (Thunber, 1793) y en el mejillón Mytilus-
gallo provincialis (Lamarck, 1819) (Scarpa et al. 1994).

Los moluscos poliploides se caracterizan por presentar mayor sobrevivencia y 
proporción de masa muscular que los diploides, aportando múltiples ventajas para 
aquellas especies de cultivo que presentan interés económico (Gomelsky 2003, 
Valenzuela 2013). También se ha observado que estos moluscos bivalvos pueden 
presentar esterilidad total o parcial, producto de la inducción de poliploidía, con el 
objetivo de redirigir el metabolismo energético hacia el aumento de la biomasa o 
el crecimiento (Norris y Preston 2003, Ramírez 2009). Esta condición presenta la 
ventaja de impedir que los poliploides puedan ser introducidos accidentalmente 
en las poblaciones naturales diploides (Maeda 2002).

En los pectínidos (vieiras) iberoamericanos, se ha empleado citocalasina B, para 
inducir triploídia en especies como Argopecten ventricosus (Sowerby, 1842) distri-
buida desde México y Perú (Ruiz et al. 2000) y Nodipecten subnodosus (Sowerby, 
1835) localizada en México (Maldonado et al. 2004). En Venezuela se han realiza-
do estudios de inducción no concluyentes en Euvola ziczac (Linneo 1758) (Maeda 
2002). En el país la acuicultura de bivalvos no se ha alcanzado la escala de produc-
ción masiva; sin embargo, desde mediados del siglo pasado, se han realizado diver-
sas investigaciones en función de establecer paquetes tecnológicos para el cultivo 
de estos organismos (Villarroel et al. 2004). Hoy en día, sólo existen actividades 
de cultivo a pequeña escala y en estado de desarrollo de diferentes especies de 
moluscos bivalvos. Es por ello que la acuicultura de moluscos bivalvos aún no se ha 
consolidado (Lodeiros y Freites 2008).

El desarrollo de biotecnologías que permitan aprovechar especies, como el bi-
valvo estuarino Polimesoda solida (Philippi 1846), de importancia comercial en el 
Sistema del Lago de Maracaibo, es colectado y consumido artesanalmente y co-
mercializado en mercados locales, su explotación ha aumentado notablemente, 
debido a que ha sustituido a otras especies sobreexplotadas como Tivela mactroi-
des (Born 1779) (García et al.1994, Severeyn et al. 1994, Muñoz 2002). Para la especie 
P. solida se han realizado diversos trabajos en los que destacan, desarrollo embrio-
nario (García 1984), fecundación y fecundidad de gametos (Fuenmayor 2006), nú-
mero cromosómico, encontraron una variabilidad entre 2n=22 y 2n=30 (Molleda et 
al.1999). Sin embargo no hay antecedentes de poliploidización. El objetivo de este 
trabajo es inducir poliploides en el molusco bivalvo P. solida mediante el tratamien-
to con cafeína. Este constituye el primer paso para poder desarrollar un paquete 
tecnológico para producir en masa a esta especie con características mejoradas.
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Materiales y Métodos

Área de recolecta, transporte y aclimatación

Se recolectaron almejas de P. solida en la zona nor-occidental del Sistema del 
Lago de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela, en la localidad costera de San Rafael 
del Moján (10°57'44.42" N y 71°43'37.15" O). De forma manual se eliminó el lodo y 
se colocaron las almejas en recipientes de plástico con agua del lugar para evitar el 
estrés. Luego fueron trasladadas al Laboratorio de Cultivo de Invertebrados Acuá-
ticos de la Facultad Experimental de Ciencias de la Universidad del Zulia donde se 
alojaron en acuarios con agua de mar artificial (Instan Oceans) a 5 unidades prácti-
cas de salinidad (UPS). Las almejas fueron alimentadas diariamente con un cultivo 
mixto de microalgas y mantenidas a una temperatura a 23ºC. 

Obtención de gametos y cultivo

Se abrieron las valvas de las almejas y se realizó el lavado de gónadas. Los ga-
metos obtenidos se colocaron en vasos de precipitado con agua de mar artificial 
a 5 UPS. Se determinó la concentración de espermatozoides por medio de una cá-
mara de Neubauer. La concentración espermática utilizada fue de 100 espermato-
zoides porovocitos. Los gametos se colocaron en vasos precipitados para inducir 
la fecundación, estas se mantuvieron a una temperatura de constante de 27±1°C y 
una salinidad de 5 UPS (Fuenmayor 2006).

Tratamiento inductor

Como método inductor se empleo cafeína 15mM (Scarpa et al. 1994). Las alí-
cuotas de ovocitos se dividieron en 5 grupos experimentales: el grupo control sin 
tratamiento, el tratamiento 1 (T1)  30 min post-inseminación (pi) y 10 min de dura-
ción de cafeína, el tratamiento 2 (T2) 30 min pi y 20 min de duración de cafeína, 
el tratamiento 3 (T3) 40 min pi y 10 min de duración de cafeína, y el tratamiento 4 
(T4) 40 min pi y 20 min de duración de cafeína. Para retirar el tratamiento, los em-
briones fueron pasados por un tamiz de 4µm y se lavaron con agua de mar. Cada 
experimento se realizó por triplicado y a una temperatura constante de 27±1ºC.

Análisis citogenético

Se analizaron embriones de dos, cuatro, ocho y dieciséis células de los cinco 
grupos experimentales. Luego de 2hpi, los cigotos fueron concentrados por centri-
fugación a 500 rpm  por 5 min. Se agregó colchicina al 0,1 mM (C-9754, Sigma) por 
2 h. Se centrifugó a 1000 rpm por 5 min y se decantó el sobrenadante. Se agregó 
KCl (P-4504, Sigma) a 75mM por 45 min a 37°C, se centrifugó a1000 rpm por 5 min y 
se descartó el sobrenadante. Luego el botón celular se fijó tres veces en metanol: 
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ácido acético (3:1, v/v) por 15 min, se centrifugó y se descartó el sobrenadante cada 
vez. Se agregó al botón celular ácido acético al 50% a 37°C, se dejó reposar por 3 
min. Se añadió fijador y se guardó en refrigeración a 4°C por 24 h con la finalidad de 
lograr la máxima fijación de las células. 

Para las extensiones cromosómicas, se colocaron 2 ó 3 gotas de la suspensión 
celular en láminas portaobjetos, después de 24 h de secado se tiñeron con Giem-
sa a pH 10por3 min, y se observaron en un microscopio óptico (Olympus CX21). 
Las mejores extensiones cromosómicas fueron fotografiadas con una cámara 
digital (C-5060, Olympus). 

Análisis estadístico

En promedio se evaluaron 22 ovocitos en los grupos experimentales, se ana-
lizó el índice mitótico (número de metafases/número de blastómeros analizados 
x 100) fue analizado mediante el test de χ2 del paquete estadístico SAS®. Las dife-
rencias entre las frecuencias se consideraron significativas para valores de P me-
nores a 0,05. El número cromosómico se determinó a través del número modal. 
El nivel de ploidía se determinó a partir del conteo de metafases visibles y según 
la proporción de células diploides y poliploides. Los resultados obtenidos del con-
teo de cromosomas se expresaron como frecuencia en los diferentes tiempos 
del tratamiento y control.

Resultados

El T1 mostró el mayor porcentaje de índice mitótico con un 42,5% (51/120), mos-
trando diferencias significativas (P<0,05) con el grupo control (30,76%; 64/208), T3 
(28,26%; 52/184) y T4 (14,28%; 32/224). Este último (T4) arrojó el menor porcentaje 
de índice mitótico difiriendo (P<0,05) con todos los tratamientos incluyendo el T2 
(32,66%; 81/248). De un total de 280 placas metafásicas observadas, sólo 57 fue-
ron contables, distribuidos como sigue: 13 metafases representados con un 20,13% 
(13/64) en el grupo control; 15 metafases correspondientes al 29,49% (15/51) para el 
T1. En el T2 se contabilizaron 12 metafases para un 14,8% (12/81); mientras que en el 
T3 se analizaron 15 metafases contables, analizables un 28,84% (15/52) y por último, 
en el T4 sólo se observaron 2 metafases contables que representan el 6,25% (2/32).

La variación en el número cromosómico para los embriones del grupo control 
se observó en valores de 27 y 32 cromosomas que corresponden al número modal. 
Patrón similar al observado en el T2 con 34 cromosomas. El T1, con menor tiempo 
de exposición de cafeína, presentó una mayor variación cromosómica, entre 46 y 
57 cromosomas; mientras que el T3, mostró un número modal de 57 cromosomas. 
Las dos placas metafásicas observadas en embriones del T4 mostraron 28 y 29 
cromosomas (Tabla 1, Fig. 1). 
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Tabla 1. Distribución del número cromosómico en embriones poliploides de P. solida 
inducidos con cafeína. N: número de embriones.
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17 18 21 23 24 26 27 28 29 30 32 33 34 35 37 42 46 52 54 57 64 68 87 96 97 98 104 105 107 112 116 117 118 124 145

Co
nt
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l

1 2 1 1

2 2 2

3 2 1 1

4 1 1

5 1 1

6 1 1

7 1 1

8 3 1 1 1

Total 13 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1

T1 1 1 1

2 1 1

3 1 1

4 2 1 1

5 1 1

6 1 1

7 1 1

8 1 1

9 1 1

10 3 1 2

11 1 1

12 1 1

Total 15 1 1 2 1 1 3 1 1 1 1 1 1

T2 1 2 1 1

2 2 1 1

3 3 1 2

4 2 1 1

5 3 1 2

Total 12 1 1 1 1 2 1 3 2

T3 1 1 1

2 2 1 1

3 1 1

4 1 1

5 1 1

6 2 1 1

7 1 1

8 1 1

9 2 1 1

10 2 2

11 1 1

Total 15 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T4 1 1 1

2 1 1
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Figura 1. Cariotipos de la almeja Polymesoda solida. A) T1 placa metafásica con 57 
cromosomas (2000X). B) T2 placa metafásica con 34 cromosomas (2000X). C)
T3 placa metafásica con 87 cromosomas (2000X), y D) T4 placa metafásica con 
29 cromosomas (2000X).

Discusión

En este estudio el número modal del grupo control osciló entre 27 y 32 cro-
mosomas. Sin embargo, estudios citogenéticos previos en P. solidae videncian 
una alta tasa de anomalías cromosómicas numéricas en las células (Molleda et al. 
1999). Esto hace difícil determinar con exactitud su número cromosómico. Si se 
consideran ambos estudios un 2n=30, sería el número cromosómico más probable 
a seleccionar para esta almeja. Este número cromosómico se encuentra dentro 
del rango (26-38), siendo descrito para dos especies del género Corbicula, miem-
bros de la misma familia (Corbiculidae) a la cual pertenece Polymesoda (Ebied 
1998, Parket al. 2000).
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En algunos moluscos bivalvos la determinación de un número cromosómico 
exacto es difícil de establecer, lo que ha sido relacionado con la presencia de mu-
taciones cromosómicas. Este fenómeno genético es conocido en ostras desde la 
década de los 60 (Crosby y Stiles 1968). Stiles y  Choromanski (2002) mostraron 
que el porcentaje de esas mutaciones oscilan alrededor del 3% en las gónadas. 
También se indica que la heteropoliploidía (hiperploides) ocurre naturalmente con 
un porcentaje que oscila alrededor del 12%. Si se combinan estos dos tipos de mu-
taciones se alcanza hasta un 15%. En Ostrea desenlamellosa (D’ Orbigny, 1846) se ha 
reportado hasta un 16,5% de células aneuploides (Insua y Thiriot 1991). Al parecer 
tanto el porcentaje natural de células aneuploides como de poliploides no siguen 
un patrón específico en los distintos grupos de moluscos bivalvos. Por ejemplo, el 
mejillón Mytilus edulis (2n= 28) presenta hasta un 8% de células aneuploides con un 
número cromosómicos entre 27 y 30 (Thiriot y Ayraud 1982). 

Una de las razones que puede explicar la variación cromosómica observada 
en P. solida son los efectos derivados de la colchicina y los fijadores. La acción de 
los fijadores (principalmente del ácido acético), puede reducir el tamaño de los 
cromosomas (Henegariu et al. 2001), resultando de en un conteo erróneo de las 
metafases. Igualmente es difícil obtener células en mitosis con algún grado de sin-
cronización en el proceso de espiralización cromosómica en los organismos, por 
lo tanto es necesario mantener controlado el agente mitostático (Rodríguez et al. 
1991, Gallardo 2005). 

La técnica de secado al aire para el conteo de cromosomas utilizada en este 
trabajo, ha sido descrita por Gong et al. (2004), asociando la técnica con la pérdi-
da común de cromosomas, provocando variación del número cromosómico. Un 
análisis de conteo de cromosomas es necesario para comprobar un nuevo método 
de inducción de poliploidía en moluscos, ya que otras técnicas como citometría de 
flujo, no pueden identificar pequeñas variaciones en el número de  cromosomas, 
como aneuploidías o  mosaicos (Gong et al. 2004, Normand et al. 2009). 

La inducción de poliploides por medio de cafeína se ha empleado con éxito por 
Zhang et al. (1998), quienes obtuvieron entre 30 y 41,5% de triploides en la ostra C. 
gigas. Scarpa et al. (1994) obtuvieron mayor producción de triploides con 71% en 
el mejillón M. galloprovincialis. El estudio más reciente usando cafeína para produ-
cir triploides se realizó en el molusco gasterópodo Halliotis discus (Okumura et al. 
2007) donde se obtuvieron entre 91 y 100% de triploides. 

El tiempo de exposición al tratamiento químico es un factor crítico para la pro-
ducción de poliploides y por ello se le considera un cuello de botella para lograr 
una inducción exitosa de poliploides (Maeda 2002). En este estudio, los embrio-
nes expuestos a 10 min de cafeína (T1 y T3) presentaron cambios en el material 
genético que se tradujeron en células poliploides. No se observaron células poli-
ploides en T2 y T4, donde sólo se presentaron células con números cromosómicos 
similares al control. Aunque en el T4 sólo se obtuvieron 2 metafases contables, 
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este resultado es comparable con los mostrados por Gong et al. (2004), en donde 
induciendo poliploidía en la ostra C. gigas no se produjo suficientes metafases para 
realizar una evaluación del número cromosómico.

La variación cromosómica en los tratamientos con cafeína ha sido reportado 
para la producción de moluscos poliploides inducidos, relacionándolos con aneu-
ploides como en Gong et al. (2004), para la inducción de poliploidía en C. gigas, 
igualmente Pinctada martensii muestra una ganancia en su genoma diploide (He 
et al. 2000). Para Nucella lapillus se ha señalado que las variaciones en el número 
de cromosomas es el resultado de un alto grado de polimorfismo Robertsoniano 
asociado a la presencia de cromosomas “B” (Pascoe y Dixon 1994). Sin embar-
go, los cromosomas “B” pueden ser distinguidos con facilidad de los cromosomas 
normales por las siguientes condiciones: reducido tamaño en comparación con el 
resto de cromosomas, variación numérica, heterocromáticos (bandas-C positivas), 
alta frecuencia en células meióticas, sin emparejamiento (sin recombinación) en 
meiosis I (Beukeboom 1994). Esto fue reportado por Arias et al. (2007), en donde 
los cromosomas de Plicopurpura pansa y P. columellaris cumplen con las condicio-
nes señaladas.

La presencia de mosaicos en moluscos inducidos por tratamiento químico son 
más probables debido a una inestabilidad fundamental de animales poliploides 
artificiales (Normand et al. 2009). En los resultados, los niveles de variación cro-
mosómica observados, son cromosomopatías numéricas, por consiguiente, estos 
tratamientos producen la obtención de células con un mayor tamaño nuclear, lo 
que se relaciona con el volumen nuclear, de tal manera que un aumento del nú-
mero de cromosomas en los organismos poliploides se asocia a menudo con un 
aumento del tamaño celular, característica de un organismo poliploide inducido 
(Pierce 2010).

Se puede observar, al examinar la tabla 1, que el grado de poliploidía es ele-
vado, siendo del 93 %  para T1 y de 80% para T3. Los T1 y T3 presentan mayor pro-
ducción de embriones poliploides, y por consiguiente se sugiere continuar con el 
desarrollo embrionario ya que según Beumont y Fairbrother (1991) la valoración 
de un organismo poliploide es primordial realizarla en los primeros estadios em-
brionarios para asegurar el rendimiento de estos organismos y así corroborar que 
tipo de tratamientos presentan los mayores porcentajes de poliploides para su 
posterior producción en masa.

Es importante, continuar con la evaluación de especies inducidas a poliploides, 
considerando los aspectos genéticos, fisiológicos y ambientales para proporcionar 
datos de referencia necesarios para una evaluación sobre algún impacto. La induc-
ción de técnicas para la formación de moluscos poliploides, serán de utilidad para 
los acuicultores mejorando su producción (Cogswell et al. 2005). 
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Conclusiones

El tratamiento con cafeína de 10min de duración y con un tiempo de 30 y 40 min 
pi, permite la obtención de embriones poliploides en P. solida. Las metafases ob-
tenidas en embriones de P. solida, presentan variación cromosómica, incluyendo 
el grupo control. Este trabajo, es el primero que se reporta en el país, para la ob-
tención de embriones poliploides en esta especie que es de interés comercial en la 
región, el cual podría ser aprovechado para incentivar a los productores acuícolas 
a utilizar este tipo de biotecnologías.
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