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RESUMEN 
 
El ostión del Pacífico, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) es una especie diseminada en el 
mundo para su cultivo, y en México fue primero introducido en 1973 en Baja California y 
posteriormente a Baja California Sur, Sonora y Sinaloa. Su producción llegó a alcanzar las 
3282 t en 1995, pero a partir de 1997 la producción disminuyó en asociación a altas 
mortalidades, adscritas tanto a patógenos como condiciones ambientales extremas durante 
años de El Niño. Respecto a esto último, en otras especies de cultivo se han encontrado 
interacciones significativas entre el genotipo y el ambiente, y se conoce además, que 
algunas poblaciones de organismos acuícolas presentan adaptaciones a las condiciones 
ambientales imperantes en sus zonas particulares de origen. En este contexto, es importante 
desarrollar conocimiento para ser aplicado en programas de selección de C. gigas cuando 
esta especie es cultivada en los diferentes ambientes del Noroeste de México. En particular, 
se sabe que el proceso gametogénico de esta especie es más acelerado cuando las 
temperaturas son mayores, y que este proceso gametogénico acelerado afecta el 
crecimiento. Sin embargo, no se conoce si existen diferencias genéticas en esa respuesta 
reproductiva. Este conocimiento puede ser logrado a través del análisis de expresión génica 
de algunos genes asociados a la gametogénesis, como es el caso de Cg-Foxl2, OyVlg, og-
TGF-β y vtg, mediante la comparación de diferentes grupos genéticos de ostión. En el 
presente estudio se evaluó la expresión de estos genes en asociación al desarrollo gonádico 
de diferentes grupos genéticos de ostión C. gigas sometidos a diferentes temperaturas. Para 
ello se usaron dos cruzas de ostión derivadas del cruzamiento entre líneas de Estados 
Unidos (EU), Chile (CL) y Australia (AU): 1) la cruza F1(CH:EU) x AU, con un 50% de sus 
genes derivados de la línea AU y 25% de cada una de las otras dos líneas; y 2) la cruza EU 
x F1(CH:AU), con un 50% de sus genes derivados de la línea EU, y 25% de cada una de las 
otras dos líneas. Las cruzas fueron producidas en condiciones de laboratorio y 
preengordadas en la Laguna San Ignacio, BCS. Posteriormente se llevaron al Laboratorio 
de Genética y Mejoramiento Animal Acuícola del CIBNOR donde se mantuvieron en 
condiciones experimentales controladas durante 30d, a temperaturas de 19, 23, 27 y 31ºC 
(n=100 ostiones por cruza y temperatura). Al concluir el experimento se hicieron 
biometrías y se tomó tejido gonadal para análisis histológico y de expresión génica 
cuantitativa. Con base en la histología, los organismos se clasificaron por sexo y estadio de 
desarrollo gametogénico. Finalmente mediante qPCR se analizó la expresión de los genes 
Cg-Foxl2, OyVlg y og-TGF-β en ostiones indiferenciados, en machos en estadio III y IV, y 
en hembras en estadio I y III. El gen vtg fue analizado en ostiones indiferenciados y en 
hembras I y III. Los resultados obtenidos mostraron diferencias estadísticas al comparar las 
variables de crecimiento entre las cruzas, la cruza F1(CH:EU) x AU presentó los promedios 
más altos mientras que la cruza EU x F1(CH:AU) presentó valores inferiores. Sin importar la 
cruza, se vio una disminución en la biomasa en las temperaturas más altas, acompañada de 
un amento en el estadio de desarrollo gonádico y en el índice de área gonadal (IAG). La 
cruza F1(CH:EU) x AU presentó un desarrollo gametogénico más acelerado que EU x 
F1(CH:AU). En general el desarrollo gonádico fue mayor en las temperaturas elevadas (27°C 
y 31°C) que en las temperaturas bajas (19°C y 23°C). Las cruzas presentaron diferencias 
significativas sólo en la temperatura de 23°C. El índice de madurez ovárica (IMO), 
estimado a través del número y tamaño de los ovocitos, mostró tener una relación más clara 
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con la madurez gonádica que el IAG calculado, aunque el IAG e IMO estimado solamente 
en hembras en estadio FIII mantenidas a 31°C permiten concluir que un mayor IAG/IMO 
se asocia con una mayor expresión génica de los genes vtg, Oyvlg (vasa) y Cg-Foxl2. 
Adicionalmente, los valores de expresión de Cg-Foxl2 indicaron que este gen es un buen 
indicador del sexo una vez que se encontraron diferencias significativas entre machos y 
hembras. Por su parte el gen Oyvlg probó ser un buen indicador del IAG e IMO, así como 
de la velocidad del desarrollo gonádico una vez que presentó mayor expresión en la cruza 
F1(CH:EU) x AU misma que tiene un desarrollo gonádico más rápido y una tendencia a mayor 
área gonadal y madurez ovárica. De manera similar el gen vtg puede considerarse como un 
buen indicador de madurez en hembras ya que es en estadios FIII cuando presenta la mayor 
expresión. El gen og-TGF-β presentó una amplia variación sin diferencias significativas. En 
conclusión, los resultados muestran que la cruza EU x F1(CH:AU) presenta un desarrollo 
gonádico más lento que la cruza F1(CH:EU) x AU bajo las mismas condiciones 
experimentales, y que la expresión génica de Cg-Foxl2, Oyvlg y vtg refleja tales diferencias 
entre cruzas, permitiendo contar con marcadores génicos que podrían ser utilizados en 
futuros programas de selección de esta especie. 
 
Palabras clave: Crassostrea gigas, cruzas o grupos genéticos, desarrollo gonádico, 
expresión génica, Cg-Foxl2, Oyvlg, vtg, og-TGF-β. 
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ABSTRACT 
 

Crassostrea gigas is an oyster species that has been distributed worldwide with aquaculture 
purposes. In Mexico it was first introduced into Baja California Norte State in 1973, and 
later in Baja California Sur, Sonora and Sinaloa States. Up to 1995 production reached 
3282 t, but it decreased thereafter in association to increased mortalities ascribed to 
pathogens and/or high temperatures during El Niño years. With regard to the last factor, in 
other cultured species it is known that significant interactions between genotypes and 
environments can occur, and it is also known that some populations of aquatic organisms 
have developed adaptations to the environmental conditions where they occur or are 
originally from.  In this context, and because C. gigas is cultured in different environmental 
conditions in Northwest Mexico, is important to develop knowledge for different genetic 
lines recently conformed in Mexico to apply those results on the future selective breeding 
of this species. Particularly it is known that the gametogenic process in this species is 
accelerated at higher temperatures, and that that process affects directly on growth. 
However, it is not known if different genetic groups or lines present differences in their 
gametogenic process in response to high temperatures. Such knowledge can be obtained 
through comparative analyzes between genetic groups for gene expression of specific genes 
known to be involved in the gametogenic process, as are the genes Cg-Foxl2, OyVlg, og-
TGF-β and vtg. In this research the quantitative expression of those genes was studied in 
association to gonad development for two genetic groups of C. gigas subjected to different 
and increasing temperatures. Two oyster crosses produced through repeated mating 
between three genetic lines obtained from the USA (EU), Chile (CL), and Australia (AU) 
were used: 1) the F1(CH:EU) x AU cross, with 50% of its genes derived from the AU line, 
and 25% from each of the other two lines; and 2) the EU x F1(CH:AU) cross, with 50% of its 
genes derived from the EU line, and 25% from each of the other two lines. The crosses 
were hatchery produced and pre-grown at Lagoon of San Ignacio in BCS until reaching 
approximately 3 cm in shell length, when individuals from each were transported back to 
the Aquaculture Genetics and Animal Improvement Laboratory at CIBNOR. Four 
temperatures treatments were used (19, 23, 27 y 31ºC), feeding 4% of their body mass and 
maintaining 100 oysters per cross in each during 30d.  At the end of the experimental time, 
biometrical data and gonad tissues were sampled for gonad histology and gene expression 
analyzes. Gametogenic stages and sexes were identified and analyzed. Relative gene 
expression of Cg-Foxl2, OyVlg and og-TGF-β was evaluated in undifferentiated (I) oysters, 
in male oysters in stage III and IV, and in female oysters in stages I and III. Relative 
expression of vtg was evaluated in undifferentiated (I) and female oysters in stages I and 
III. The results indicated differences between the crosses in some of the biometrical 
variables, with the cross F1(CH:EU) x AU being larger or heavier than the cross EU x 
F1(CH:AU). Regardless of the cross, a decrease in biomass or tissue weight was seen at the 
highest temperatures, which was accompanied by an increase in the gametogenic stage and 
the gonad area index. When contrasting between crosses, the F1(CH:EU) x AU cross had 
more advanced gametogenic stages than the EU x F1(CH:AU) cross, however significant 
differences between crosses by temperature were only seen for the 23°C temperature. When 
contrasting temperatures, gametogenesis was significantly more advanced in the two 
highest temperatures (27°C y 31°C) than in the two lowest (19°C y 23°C). When evaluating 
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the denominated ‘reproductive effort’, derived from a measure of the gonad area in relation 
to the organism area (IAG), no significant differences were found between crosses or 
temperatures, regardless of the clear differences in gametogenesis stages seen between 
crosses and temperatures. However, when this index was estimated only for females in 
stage III obtained from the 27°C and 31°C experimental temperatures, and contrasted with 
a second index, the ovary maturity index (IMO), some conclusions were reached, 
confirming that the F1(CH:EU) x AU cross matured faster and presented partial spawns. 
These two indices also allowed concluding that larger indices in females will associate with 
a higher expression of three of the four marker genes studied here: vtg, Oyvlg and Cg-
Foxl2. The Oyvlg gene was also a good indicator of gametogenic speed between crosses, as 
it showed a larger expression in the fastest maturing cross, F1(CH:EU) x AU. The vtg gene can 
be considered as a good indicator of gonad maturity in females as the largest expression 
was seen for females in stage III. Finally, the Cg-Foxl2 gene was a good marker to identify 
females, as significant differences between males and females in stage III were found. The 
only gene not showing an associated expression pattern with gametogenesis was og-TGF-β.  
In conclusion, the results showed that under the same experimental conditions, one of the 
crosses, EU x F1(CH:AU), has a reduced or slower gametogenic process when contrasted with 
the other cross, F1(CH:EU) x AU, and that the expression pattern of the Cg-Foxl2, Oyvlg and 
vtg genes reflects on those differences between crosses, which will allow to have marker 
genes to be used in future selective breeding programs of C. gigas. 
  
 
Key-words: Crassostrea gigas, crosses or genetic groups, gonad development, gene 
expression, Cg-Foxl2, Oyvlg, vtg, og-TGF-β. 
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GLOSARIO 

 

ADN (ácido desoxirribonucleico): molécula de doble cadena de polinucleótidos que se 

mantienen unidos en su configuración helicoidal mediante puentes de hidrógeno entre bases 

de cadenas opuestas.  

ADN genómico: corresponde a la totalidad del ADN aislado de una célula. Incluye al ADN 

nuclear, mitocondrial y de cloroplasto. 

ADNc: es el ADN complementario que se obtiene in vitro mediante la enzima transcriptasa 

inversa que utiliza como templado ARNm maduro. 

Aminoácido: monómero que al unirse covalentemente mediante el enlace peptídico forma 

cadenas polipeptídicas. 

Amplicón: conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de una reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). Esencialmente se trata de un clon molecular.  

ARN (ácido ribonucleico): por lo general existe como un polímero monocatenario (una 

sola cadena) compuesto por una larga secuencia de nucleótidos unidos covalentemente. 

Adoptan estructuras secundarias y terciarias, con participación de secuencias dúplex, que le 

confiere mayor estabilidad. Clásicamente se distinguen tres clases de moléculas de ARN: 

ARN mensajero, ARN de transferencia y ARN ribosomal, los que participan en el proceso 

de traducción. 

ARNm: molécula de ARN mensajero que se transcribe del ADN genómico nuclear y se 

traduce desde el extremo 5’ al extremo 3’ en una cadena polipeptídica.  

Células foliculares: (análogas a las células auxiliares) células que tienen una citoestructura 

variable en función de la evolución de las células germinales a las cuales están 

estrechamente asociadas. Su característica principal es la presencia de un retículo 

endoplásmico granuloso. 
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Células germinales primordiales (PGC: primordial germ cells): son células fundadoras 

para la línea germinal. En muchos organismos, las PGCs son móviles y migran hacia la 

región somática de la gónada. 

Células germinales: Células que se dividen por meiosis originando los gametos haploides 

(óvulo y espermatozoides). 

Ciclo cuantitativo (Cq): el número de ciclos requeridos para que la señal de fluorescencia 

alcance el umbral (threshold).  

Cruzas: Conjunto de organismos resultado del apareamiento entre diferentes líneas 

genéticas o poblaciones, producidas en una generación (=F1), dos generaciones 

consecutivas (=cruzas en tres vías), o más generaciones.  

Curva de disociación (ver Tm): Visualiza los datos obtenidos durante la fase de la curva 

de disociación. Los picos de la curva de disociación pueden indicar la temperatura de 

desnaturalización (Tm) de un amplicón o la presencia de amplificaciones no específicas.  

Curva estándar relativa: Método basado en diluciones seriales (por triplicado) de una 

cantidad conocida de muestra. Ayuda en el cálculo de la eficiencia de la PCR, y como 

control positivo al definir el rango dinámico y el límite de detección.  

Diploides: condición en que cada cromosoma existe en pares con igual longitud, posición 

del centrómero y secuencia de genes.  

DNasa (deoxirribonucleasa): clase de enzima que rompe los enlaces fosfodiésteres del 

ADN originando fragmentos oligonucleotídicos. 

dNTP: deoxinucleósido trifosfato. Se distinguen dATP, dCTP, dTTP y dGTP. El grupo 

trifosfato se encuentra siempre localizado en posición 5’. Son los precursores utilizados en 

reacciones de polimerización de ADN. 

Dominio: segmento de un polipéptido o de ADN que tiene propiedades específicas 

conocidas. Cualquier región de una proteína asociada a una función específica (dominio 

funcional), con independencia de su organización estructural. Cada dominio funcional 

puede contener uno o más dominios estructurales. Los dominios estructurales son 
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secuencias continuas de aminoácidos de una proteína que se dobla o pliega varias veces 

sobre sí misma hasta formar una unidad globular o compacta. 

ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas): utiliza una enzima como marcador 

para medir la formación de complejos antígeno-anticuerpo.  

Expresión génica: se refiere a los procesos de replicación del ADN, transcripción y 

traducción. 

Factor de transcripción: son proteínas específicas que requieren cada una de las ARN 

polimerasas eucariontes para el inicio de la transcripción.  

Fagocitosis: Es una reacción de defensa celular, junto con otros mecanismos humorales 

constituye la primera línea de defensa inmunitaria cuando una partícula atraviesa la primera 

barrera de defensa. Involucra la eliminación de materiales extraños del hemocele, donde se 

ven involucradas varias clases de células.  

Gen: unidad física y funcional que ocupa una posición específica en el genoma. Para 

genomas eucariontes y procariontes corresponde a una secuencia de ADN de doble hebra. 

Generación filial 1: generación de individuos productos de cruzamientos. La primera 

generación se denomina F1. 

Genes blanco: se refiere a los genes de interés en el análisis de expresión por qPCR. 

Genes de referencia: se utiliza como control interno en un ensayo. Este corrige las 

variaciones de muestra a muestra en la eficiencia de la RT-PCR y errores en la 

cuantificación de la muestra. 

Genotipo: constitución genética de un organismo. Generalmente no es observable a nivel 

del organismo vivo. 

Hemocitos: fracción celular de la hemolinfa, son capaces de fagocitosis, encapsulación, 

formación de nódulos y de citotoxicidad. Existen tres tipos de hemocitos: hemocitos 

hialinos, que no poseen gránulos; los hemocitos semigranulosos, con abundantes gránulos; 

y los hemocitos granulosos, cargados de gránulos.  
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Hemolinfa: En los crustáceos la hemolinfa es un análogo a la sangre y linfa de los 

vertebrados. La hemolinfa presenta un color azul verdoso a causa de la hemocianina 

(proteína respiratoria). Los hemocitos constituyen la facción celular de la hemolinfa. 

Heterocigocidad: La proporción de individuos heterocigotos para un locus o en promedio 

para varios loci. Es un estimador de la variabilidad genética en poblaciones naturales o 

domesticadas.  

Línea umbral (Threshold): Nivel de fluorescencia por encima de la línea basal y dentro 

de la región de crecimiento exponencial de la gráfica de amplificación durante una PCR en 

tiempo real. 

Líneas genéticas: se entiende por línea genética un conjunto de organismos que son 

reproducidos entre sí únicamente, y que por procesos de deriva genética presentarán 

diferencias en frecuencias alélicas con otras líneas reproducidas entre sí solamente. 

Localización subcelular: se refiere a la localización de orgánulos del interior de la célula 

(por ejemplo: el citoesquelético, núcleo, inclusiones citoplasmáticos). 

Meiosis: es el proceso de la reproducción sexual mediante el cual el número de 

cromosomas de las células germinales diploides (2n) se reduce a la mitad (n) durante la 

formación de células reproductoras maduras o gametos. Esta reducción se logra mediante 

dos divisiones celulares sucesivas en las cuales los cromosomas se duplican sólo una vez. 

Mitosis: corresponde a la separación de los cromosomas previamente duplicados en la fase 

S del ciclo celular. Cada célula hija recibe la misma cantidad de material genético. 

Oligonucleótido: Secuencia corta que se sintetiza a partir de la enzima primasa. 

Proporciona un extremo 3’ OH libre para que las enzimas DNA polimerasa prosigan el 

proceso de síntesis de ADN. 

PCR (siglas en ingles de Polymerase Chain Reaction): Reacción en cadena de la 

polimerasa. Es un método utilizado para sintetizar grandes cantidades de un segmento 

específico de ADN o ADNc a partir de cadenas pequeñas de muestra.  
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Ploidía: Se refiere al número de series de cromosomas (diploidía=dos series de 

cromosomas o 2n; triploidía= tres series de cromosomas o 3n). 

qPCR: Técnica que permite la medición cuantitativa de un gen específico en una muestra 

de ácidos nucleicos. 

RNAsa: Enzimas (nucleasas) distribuidas en todos los tejidos capaz de catalizar la 

hidrólisis de ARN; se dividen en endonucleasas y exonucleasas. 

Temperatura de disociación (Tm): Temperatura de fusión (melting) del ADN, 

corresponde a la temperatura en la cual el 50% del ADN tiene sus hebras separadas. 

Transcripción: Síntesis enzimática de ARN utilizando un templado de ADN catalizada por 

la ARN polimerasa con el auxilio de proteínas específicas (factores de transcripción). 

Comprende tres fases: iniciación, elongación y terminación. 

Transcrito: es el producto de ARN que se obtiene inmediatamente después de la 

transcripción.  

Triploides: se refiere a la existencia de tres conjuntos de cromosomas. La célula por lo 

tanto es 3n. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los ostiones pertenecientes al género Crassostrea son las especies de mayor importancia 

comercial a nivel global y tienen un alto potencial de desarrollo acuícola debido a su 

tolerancia a condiciones estuarinas y rápido crecimiento (Brown, 1988). Crassostrea gigas 

(Thunberg, 1793) originaria de Japón, ha sido objeto de numerosas introducciones en aguas 

tropicales y actualmente es la especie más cultivada en el mundo (Cáceres-Martínez et al., 

2004). El ostión del Pacífico C. gigas fue introducido a México en 1973 en Bahía de San 

Quintín en Baja California, bajo la Dirección General de Acuacultura y la Universidad 

Autónoma de Baja California. Este primer cultivo se llevó a cabo con semilla fijada en 

“concha madre” traída de los Estados Unidos de América (Islas-Olivares, 1975). 

Posteriormente se empezó a cultivar en algunos estados del noroeste de México, como Baja 

California Sur, Sonora y Sinaloa (Gallo-García et al., 2001). La producción de ostión en los 

estados del Noroeste de nuestro país es de unas 1,622 toneladas métricas anuales con un 

valor de 2.4 millones de dólares y aproximadamente 1,800 empleos sostienen esta actividad 

(Cáceres-Martínez et al., 2004). Actualmente a nivel mundial, la producción de esta especie 

es una de las más importantes en la industria acuícola (FAO, 2008). 

Sin embargo, a pesar de la excelente producción histórica de C. gigas, a nivel mundial se 

empezó a reportar la ocurrencia de mortalidades masivas (50% o más de la población) 

durante el verano; a partir de los años 40´s en Japón (Koganezawa, 1975) y posteriormente 

en diferentes partes del mundo, como Estados Unidos en los 50´s (Cheney et al., 2000) y 

Francia en los 70´s (Soletchnik et al., 1999). En México, en 1997 comenzaron a detectarse 

alarmantes mortalidades de ostión de semillas, juveniles y adultos en Sonora (Chávez-

Villalba et al., 2007); y en 1998 en Bahía Falsa, BC (García-Esquivel et al., 2004). 

A nivel mundial, independientemente de la localidad, las mortalidades han sido asociadas 

con altos niveles de nutrientes y una temperatura del agua que alcanza los 20ºC o más 

(Malouf & Breese, 1977; Cheney et al., 2000; Malham et al., 2009). Un factor que ha sido 

observado asociado con el aumento de la temperatura, es la coincidencia con los meses en 

que los ostiones se encuentran en sus estadios de madurez sexual y desove (Mori, 1979; 
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Chávez-Villalba et al., 2002). Los estudios para entender las mortalidades masivas de C. 

gigas a nivel mundial han sido dirigidas hacia el análisis de los efectos de los factores 

ambientales sobre la fisiología del organismo (Soletchnik et al., 2005; Samain et al., 2007). 

De manera especial, se ha puesto particular interés en el efecto que tiene el ambiente en el 

crecimiento y reproducción de C. gigas (Pouvreau et al., 2006; Chávez-Villalba et al., 

2007). 

Dado que la regulación de la reproducción en C. gigas juega un papel primordial en la 

utilización de energía, diversos trabajos se han enfocado en identificar algunos de los genes 

que se encuentran relacionados con el desarrollo gonádico (Matsumoto et al., 2003; 

Fabioux et al., 2004ab; Fleury et al., 2008). Por ejemplo, en C. gigas se caracterizó el 

desarrollo de células germinales mediante la expresión del gen oyster-vasa-like (Oyvlg) 

(Fabioux et al., 2004a), con el cual se podría evaluar el papel de los parámetros ambientales 

en la regulación de la mitosis en gónada (Fabioux et al., 2004ab; Fabioux et al., 2005). 

Investigaciones posteriores reconocieron la expresión diferencial de genes entre dos líneas 

de ostión (R y S), donde encontraron que respecto al desarrollo gamético el gen og-TGF-β 

(oyster-gonadal-transforming growth factor) (Fleury et al., 2010) tiene un efecto positivo 

en el desarrollo de las células germinales (Corporeau et al., 2011) y parece estar implicado 

en la vitelogénesis del ostión (Huvet et al., 2011). Otro gen que podría estar implicado en la 

vitelogénesis es Cg-Foxl2 ya que su ARNm se ubica en ovocitos pre-vitelogénicos y 

vitelogénicos (Naimi et al., 2009). De manera similar, la vitelogenina (vtg), detectada 

solamente en el ovario es otro gen importante en el desarrollo de la gónada femenina 

(Matsumoto et al., 2003) se encuentra  en las células foliculares donde Llera (2008) 

describió la expresión de Cg-vtg1 y Cg-vtg2 en C. gigas sugiriendo que podrían utilizarse 

como marcadores cuantitativos del esfuerzo reproductivo. 

En C. gigas se han observado interacciones entre el fenotipo y el ambiente donde ciertas 

líneas genéticas (R y S) responden diferencialmente a las condiciones de verano, 

presentando en una línea un menor esfuerzo reproductivo y mayor resistencia a 

mortalidades (R) mientras que en la otra tiene un menor esfuerzo reproductivo y más 

susceptible (S) (Samain et al., 2007; Fleury et al., 2008). Por otra parte, en esta especie se 
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han señalado adaptaciones a las condiciones ambientales en distintas zonas en Francia 

(Enríquez-Díaz et al., 2009). Por lo tanto es importante desarrollar conocimiento para ser 

aplicado en programas de selección de líneas de C. gigas cultivadas en diferentes ambientes 

con el fin de, en un futuro seleccionar aquellos genotipos que determinan alguna 

característica fenotípica deseable desde el punto de vista comercial y/o del área o las 

condiciones ambientales del sitio de cultivo. Esto puede ser logrado a través de la 

definición de marcadores moleculares asociados al crecimiento, resistencia a temperaturas 

elevadas y desempeño reproductivo entre las líneas. En el presente estudio se analizó el 

efecto que tienen diferentes temperaturas en la reproducción y crecimiento de dos cruzas 

genéticas de C. gigas, además de cuantificar la expresión de los genes OyVlg, vtg, Cg-

Foxl2 y og-TGF-β en relación al esfuerzo reproductivo. Estas cruzas fueron obtenidas a 

partir del proyecto “Conformación de un pie de cría de ostión japonés para el Noroeste de 

México” a cargo de la Dra. Ana María Ibarra Humphries.  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Características reproductivas de Crassostrea gigas. 

En moluscos la distribución diferencial del plasma germinal durante la segmentación 

temprana del huevo origina la formación de las células germinales primordiales (PGC), la 

proliferación y diferenciación de estas posteriormente dará lugar a las células germinales 

que conformarán la gónada (Fig. 1) (Weidinger et al., 1999; Fabioux et al., 2004). La 

gónada de ostión es un órgano difuso y acinoso compuesto por lóbulos derechos e 

izquierdos situados entre la glándula digestiva y el epitelio exterior del manto. En ostiones 

maduros el acino llega a expandirse y aparece ocupando la mayor parte de la región entre el 

manto y la glándula digestiva (Fig. 2) (Eckelbarger & Davis, 1996). 

 

 

Figura 1. Desarrollo de las células germinales, desde la fecundación a la madurez sexual. Imagen 
modificada de Fabioux (2004). 
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La mayoría de los trabajos (Lango-Reynoso et al., 2000; Dridi et al., 2007; Royer et al., 

2008; Castaños et al., 2009; Dutertre et al., 2009; Enríquez-Díaz et al., 2009; Jouaux et al., 

2010) que reportan el desarrollo gonádico en C. gigas se realizan con ostiones cultivados en 

campo por lo que los resultados son muy variados al ser diversos los factores que influyen 

en la reproducción. En el caso de la salinidad, cuando esta es baja puede resultar en 

reducción del tamaño y reducción del desarrollo de tejido gonadal (Hofmann et al., 1994); 

de igual forma salinidades de 41 ups y temperaturas de 34°C resultan en poco desarrollo 

gonádico (Hughes-Games, 1977). Por otra parte la concentración de alimento determina la 

intensidad de la gametogénesis, incluso los ostiones crecidos en diferentes ambientes al 

inicio de un nuevo ciclo gamético pueden desarrollar diferentes estrategias reproductivas 

(desoves completos y sincronizados o desoves parciales no sincronizados) (Enríquez-Díaz 

et al., 2009). La presencia de patógenos es otro factor que influye en la reproducción, 

conociéndose que la infección con Perkinsus marinus puede afectar la reproducción de dos 

formas: 1) una menor frecuencia en desoves; o 2) que el número de ovocitos por desove 

sean menores (Choi et al., 1993). Además de que la presencia de patógenos también se han 

relacionados con las mortalidades de verano (Cáceres-Martínez et al., 2004; Friedman et 

al., 2005; Burge et al., 2006; Cáceres-Martínez & Vásquez-Yeomans, 2008). Debido a 

todos los factores que influyen en la reproducción de C. gigas y a la amplia gama de 

respuestas ante los cambios, se dice que esta especie muestra una elevada plasticidad 

fenotípica en la reproducción (Enríquez-Díaz, 2004). 

 

Figura 2. A) Anatomía del ostión (Galtsoff, 1964) y B) área gonádica (Naimi, 2009). 

 

A B 
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El patrón de desove también depende del sexo de los ostiones, en cultivos se ha visto que 

aun cuando machos y hembras inician el desove al mismo tiempo, los machos presentan un 

periodo de desove más prolongado que las hembras. Otro determinante en el desove es la 

talla del ostión, los ostiones grandes terminan de desovar antes que los ostiones medianos y 

pequeños que terminan hasta dos meses después (Castaños et al., 2009), los ostiones 

pequeños también se caracterizan por desovar más frecuentemente (Hofmann et al., 1994) 

ya que es menor el tiempo en que producen la cantidad de gametos que se sugiere necesaria 

para desovar (20% del peso seco) (Choi et al., 1993) comparada con los ostiones grandes en 

donde la proporción de gametos producidos es menor en relación a su tamaño y tardan más 

en producir la cantidad de gametos necesarios para desovar (Hofmann et al., 1992; Choi et 

al., 1993). La latitud, es otro factor determinante en el patrón de desove puesto que en 

latitudes menores con climas cálidos la temporada de desove es más larga, mientras que en 

latitudes altas con climas fríos las temporadas de desove son estrechas y marcadas 

(Hofmann et al., 1994; Baqueiro et al., 2007). En cuanto a la proporción de sexos, esta se 

ha explicado con base en la talla de los organismos, al observarse que los ostiones <27 mm 

maduran como machos, mientras que en ostiones >40mm la proporción de machos y 

hembras es 1:1, y finalmente los ostiones ~70-80 mm tienen una ligera predominancia a ser 

hembras (Castaños et al., 2009; Chávez-Villalba et al, 2008). 

La actividad reproductiva se vuelve una desventaja puesto que algunas de las actividades de 

los hemocitos (fagocitosis y adhesión) disminuyen durante la gametogénesis, especialmente 

cuando la gónada se acerca a la madurez (Delaporte et al., 2006) lo que puede llevar a una 

disminución en las defensas contra patógenos durante la temporada reproductiva (Huvet et 

al., 2010). Aunado a lo anterior, la gametogénesis es un proceso que involucra un fuerte 

consumo de energía (Delaporte et al., 2007). En Francia describieron diferencias entre dos 

líneas de ostión llamadas "R" y "S", en cuanto a la intensidad de la gametogénesis y el 

desove, además de presentarse una correlación negativa entre la supervivencia y 

reproducción encontrada solamente en condiciones de poco alimento (Huvet et al., 2010). 

Dado que el consumo de energía resulta en una mayor actividad mitocondrial y producción 

de ROS (especies reactivas de oxígeno), los ostiones que invierten más en la reproducción 

(“S”) producen una mayor cantidad de ROS que los ostiones que invierten menos en la 
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reproducción (“R”), lo que refleja un mayor disturbio o estrés fisiológico en “S” (Delaporte 

et al., 2007). También se ha descrito que los ostiones “S” tienen una menor expresión en 

genes que codifican para la glucosa 6P (hexoquinasa, fosfoglucomutasa y fosfoenolpiruvato 

carboxiquinasa) (que tiene la función satisfacer rápidamente los requisitos energéticos 

celulares) después de eventos de mortalidad comparado con los ostiones “R”, esta 

diferencia puede estar relacionada con diferentes mecanismos de adquisición y gasto de 

energía (Samain et al., 2007). 

 

2.2. Efecto de la temperatura sobre la reproducción y crecimiento de C. gigas. 

La salinidad, el alimento y la temperatura son los factores principales que controlan los 

procesos fisiológicos en el ostión, sin embargo, la temperatura parece ser el factor que tiene 

mayor efecto en los procesos fisiológicos del ostión, principalmente en el ciclo 

reproductivo de esta especie (Ren et al., 2003). La temperatura tiene un efecto directo sobre 

la fisiología de los bivalvos por lo que se le ha dado considerable atención al efecto de la 

temperatura sobre la reproducción y crecimiento (Shpigel et al., 1992). Los primeros 

estudios que relacionaron el efecto de la temperatura con la reproducción se enfocaron a 

aspectos bioquímicos, en los que se registró, que incrementos en la temperatura repercuten 

en una disminución de proteínas y carbohidratos, mientras que el contenido lipídico tiende 

a aumentar (Flores-Vergara et al., 2004). En cultivos de ostión se ha visto que la 

gametogénesis es dependiente tanto de la temperatura como del tiempo de exposición, en 

Francia el inicio de la gametogénesis empieza cuando el agua alcanza una temperatura de 

18°C (Lango-Reynoso et al., 1999). Mientras que en Corea las temperaturas mínimas 

requeridas para inducir el desove van de 18°C a 20°C (Kang et al., 2000). En Argentina el 

crecimiento de los ovocitos coincide con un incremento en la temperatura de 14.6°C a 

17.8°C (Castaños et al., 2009). 

De manera similar, en experimentos de laboratorio bajo condiciones controladas se ha 

observado que la temperatura mínima requerida para inducir el desove es de 18°C (Mann, 

1979). Mientras que el crecimiento temprano de los ovocitos se logra en condiciones 

aceleradas de temperatura y fotoperiodo (17.5 oC y 16 h luz) en presencia de abundante 
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comida (Chávez-Villalba et al., 2002b). Una vez que se presentan ovocitos maduros en la 

gónada es posible alcanzar la madurez manteniendo la temperatura en un rango de entre 

19°C a 25°C, por lo que se dice que la velocidad a la que crecen los ovocitos incrementa 

significativamente con la temperatura (Chávez-Villalba et al., 2002a). Por otra parte con 

base en los análisis cualitativos y cuantitativos del ciclo gamético de C. gigas se ha 

observado que esta especie presenta una gran plasticidad fisiológica en su proceso 

reproductivo (Fabioux et al., 2005). Por ejemplo, en ostiones sometidos a condiciones 

invernales (8ºC y 8 h luz/oscuridad) se presenta solo un ciclo gamético, mientras que en los 

sometidos a condiciones aceleradas (el doble de temperatura y fotoperiodo de las 

condiciones naturales) se observan dos ciclos gaméticos en un año; mientras que aquellos 

sometidos a condiciones “naturales” siguen un patrón gamético similar al observado en 

campo con un ciclo gamético unimodal cuyo incremento se observó de marzo a junio 

(Fabioux et al., 2005). En general, estos autores proponen que el alimento, la temperatura y 

el fotoperiodo dirigen el reloj interno reproductivo de C. gigas, el cual particularmente 

regula la proliferación gonádica y la maduración de células germinales. 

También se ha observado un efecto de la temperatura en el peso de los ostiones, de tal 

forma que al tener el mismo alimento, pero someterlos a diferentes temperaturas y 

fotoperiodo desarrollan diferentes estrategias de crecimiento. Por ejemplo aquellos ostiones 

sometidos a condiciones aceleradas tienen menor índice de condición (IC) en contraste con 

ostiones mantenidos en condiciones invernales con mayor IC (Fabioux et al., 2005). 

 
2.3. Esfuerzo reproductivo de C. gigas. 

En la industria ostrícola es fundamental conocer la cantidad de gametos liberados y la 

fracción de producción neta empleada en el esfuerzo reproductivo (ER) para entender la 

historia de vida de los organismos, así como los patrones de crecimiento, susceptibilidad a 

patógenos, mortalidad, etc. (Choi et al., 1993; Kang et al., 2003; Delaporte et al., 2006). 

Con este fin se han desarrollado diversas técnicas que permiten evaluar el rendimiento 

reproductivo considerado como la cantidad de gametos liberados durante el desove. El 

cálculo del rendimiento reproductivo se cuantifica midiendo al ostión antes y después del 

desove, también inducido por temperatura o químicos para pesar la cantidad de gametos 
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liberados (Choi et al., 1993). Sin embargo estos métodos no pueden interpretarse como 

esfuerzo reproductivo ya que lo subestiman, puesto que los desoves no siempre son 

completos y pueden ocurrir varias veces durante la temporada reproductiva y con diferente 

intensidad. El esfuerzo reproductivo (ER) se ha definido como el número total de calorías 

desovadas (gametos liberados) (Hofmann et al., 1992). También se ha definido como la 

proporción de energía que es destinada a la reproducción (Todd & Havenhand, 1983); o la 

producción de gametos entre la producción total para un periodo definido (Enríquez-Díaz et 

al., 2009). En base a esta definición se han desarrollado técnicas histológicas, algunas de 

las cuales se enfocan en la dinámica de los procesos de maduración considerando el 

porcentaje de la gónada que ocupan los gametos, mientras que otras estiman el ER 

evaluando el área de la gónada comparada con el área de tejido visceral (Fig. 3) (Enríquez-

Díaz, 2004; Royer et al., 2008; Enríquez-Díaz et al., 2009; Huvet et al., 2010). A pesar de 

la información cualitativa y semi-cuantitativa que brindan las técnicas histológicas, estas se 

han descrito como tardadas e inexactas (Choi et al., 1993). 

También se han utilizado inmunoensayos de ELISA para cuantificar la cantidad de gametos 

y calcular tanto el estadio de desarrollo gonádico como el ER del ostión, además de calcular 

la cantidad de ovocitos o esperma (Choi et al., 1993; Kang et al., 2003; Royer et al., 2008). 

A pesar de que el cálculo del ER obtenidos por histología se correlaciona con los resultados 

del ELISA (Kang et al., 2003), esta última subestima el porcentaje de la gónada una vez 

que emplea el peso de la masa visceral, mientras que la evaluación histológica se calcula 

con el peso total (Royer et al., 2008). A pesar de que la técnica de ELISA se considera 

suficientemente sensitiva para medir pequeñas cantidades de gametos, esta técnica tiene sus 

inconvenientes en cuanto a la sección de tejido que se utiliza puesto que los ovocitos no se 

distribuyen alrededor de todo el cuerpo del ostión sino que son más abundantes cerca del 

músculo abductor, además de la dificultad de evaluar en ostiones de tallas pequeñas (Choi 

et al., 1993; Royer et al., 2008). Otra desventaja del ELISA es que el anticuerpo pueda 

ligarse con otros componentes en lugar de la proteína del ovocito (reacción cruzada) (Royer 

et al., 2008).  
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Figura 3. Sección transversal de ostión que muestra el área que ocupa la gónada. M: manto; GA: 
área de gónada; DD: glándula digestiva; DT: tracto digestivo. Tomado de Franco et al. 
(2008). 

 
 

2.4. Genes involucrados en la reproducción de C. gigas. 

 

2.4.1. Características de los genes de la familia Fox y las proteínas Forkhead. 

La familia de genes Forkhead (Fox) comprende un gran y diverso grupo de factores de 

transcripción, algunos de estos genes Fox (como Foxc1,-K1,-M1, N1 y P3) dan lugar a 

múltiples ARNm, debido a un sitio de inicio alternativo o sitios de poliadenilación, o por un 

empalme (splicing) diferencial de los transcritos primarios (Carlsson & Mahlapuu, 2002; 

Jonsson & Peng, 2005). En cuanto a su nomenclatura, se utiliza el término Fox (por 

“Forkhead box”) para referirse al mismo gen ortólogo en diferentes especies. Mientras que 

la literal que se incluye indica la familia (en las proteínas indica la sub-clase a la que 

pertenece) y dentro de las familia, cada gen (o la proteína que codifica) es identificado por 

un número (ej. FoxF2) (Kaestner et al., 2000). La mayoría de las mutaciones en los genes 

Fox se dan por sustituciones o desplazamientos del marco que deshabilita o quita el 

dominio de unión al ADN; estas sustituciones cambian el nivel de expresión que ocasiona 

la activación prematura o tardía de los genes blanco y modifica los procesos 

morfogenéticos ocasionando trastornos en el desarrollo en los seres humano (Carlsson & 

Mahlapuu, 2002). 

Por su parte, las proteínas Forkead tienen una gran diversidad de funciones y están 

involucradas en una amplia gama de procesos biológicos (Carlsson & Mahlapuu, 2002). En 

cuanto a su estructura, se utiliza el término “winged hélix” (alas hélice) ya que posee un 

núcleo hélice-giro-hélice de tres α-hélices flanqueada por dos bucles o “alas” (Fig. 4). En la 
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mayoría de las proteínas Fox, el núcleo está conformado por el consenso RYMAAYA (R = 

A o G; Y = C o t M = A o C) (Carlsson & Mahlapuu, 2002; Kaestner et al., 2000). El 

dominio forkhead puede promover directamente la activación de los genes, mediante la 

apertura de la cromatina, y no sólo mediante un dominio activador de la transcripción 

(Carlsson & Mahlapuu, 2002). 

 

Figura 4. Estructura tridimensional del dominio Forkhead de Cg-Foxl2. Se observa el motivo 
hélice-giro-hélice (rosa) y tres hebras β antiparalelas (amarillo). Tomado de Naimi (2009). 

 
Mecanismos de acción de la proteína Foxl2-reproducción. 

La proteína FOXL2 ha sido mayormente estudiada en humanos en donde se ubica en el 

núcleo lo que concuerda con su papel como factor de transcripción. FOXL2 se ha 

expresado en una población de células de la cresta femenina antes de la determinación 

sexual, mientras que en estadios tardíos FOXL2 se encuentra en altas concentraciones en 

células foliculares, en células del estroma (Cocquet et al., 2002) y en las células somáticas 

de los ovarios de fetos humanos, mientras que en gónada masculina la expresión es muy 

baja (Duffin et al., 2009). Las mutaciones en el gen Foxl2 conduce al síndrome BPES 

(blepharophimosis ptosis epicanthus inversus syndrome), una enfermedad genética que 

involucran malformaciones del párpado asociada a la insuficiencia ovárica prematura 

(FOP) (tipo de BPES I) o que se presenta sin falla ovárica prematura (tipo II) (Baron et al., 

2004; Duffin et al., 2009). 

En ovarios de ratón se observó la expresión deFoxl2 en células somáticas que 

potencialmente pueden ser células de la granulosa, teca o células del estroma. Sin embargo 

este gen no se observo en ovocitos (Pisarska et al., 2004). También en mamíferos se ha 

descrito que la proteína Foxl2 es un represor transcripcional del gen StAR (un marcador de 
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la diferenciación en células de la granulosa) funcionando como supresor de la progresión de 

los folículos ováricos (Pisarska et al., 2004), sin embargo, para cumplir con estas funciones 

son necesarias modificaciones post-traduccionales (SUMO) (Kuo et al., 2009).  

Por su parte en tratamientos de feminización en peces la expresión de Foxl2 parece ser 

requerida en la gónada para su diferenciación en ovario (Baron et al., 2004). Con base en 

las funciones de Foxl2 en la determinación sexual y crecimiento folicular, recientemente se 

ha sugerido que la expresión de Foxl2 precede al inicio de la meiosis (Duffin et al., 2009). 

Esto coincide con una expresión mayor de Foxl2 al inicio de la meiosis en los ovocitos en 

trucha (Oncorhynchus mykiss) (Baron et al., 2004). En invertebrados existe un estudio 

realizado en el mosquito Aedes aegypti en el que se describe que Foxl2 se requiere para la 

activación del gen vitelogenina (Vn), por lo que al inhibir Foxl2 se reduce la deposición de 

huevos (Hansen et al., 2007). 

Estudios del gen Foxl2 en C. gigas. 

El único trabajo realizado con el gen Foxl2 en Crassostrea gigas es el de Naimi et al. 

(2009) en el que describen la secuencia de aminoácidos de Cg-Foxl2 (C. gigas-Forkhead 

box l2) con un dominio altamente conservado Forkhead característico de las proteínas de la 

familia FOX. Estos autores encontraron un ligero aumento en la expresión de Cg-Foxl2 

entre los 7 días post-fertilización y 1.5 meses, y posteriormente un decremento en el 

trascrito, a excepción del mes 3.5 cuando éste incrementó nuevamente. Mientras que en 

ostiones adultos el transcrito (ARNm) de Cg-Foxl2 aumentó conforme avanzó el desarrollo 

gonádico y presentó la máxima expresión en el estadio de madurez, sin embargo no 

encontraron diferencias significativas entre sexos. El transcrito fue encontrado en células 

germinales, con una débil señal (por hibridación in situ) en ovogonias y ovocitos pre-

vitelogénicos, mientras que la señal observada fue más intensa en ovocitos vitelogénicos; y 

en machos desde espermatogonias hasta espermatozoos (Naimi et al., 2009).  

 

2.4.2. Características de los genes de la familia DEAD-box y la proteína VASA 

El gen vasa se identificó primero en Drosophila melanogaster como un gen efector 

materno requerido para la formación de segmentos abdominales y en la especificación de 
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las células germinales (Raz, 2000). Este gen pertenece a la familia de proteínas ARN 

helicasas dependientes de ATP, y su proteína se caracteriza por presentar una región central 

de 290-360 aminoácidos, conformada por cinco u ocho elementos estructurales llamados 

motivos D-E-A-D box (llamados así por la secuencia Asp-Glu-Ala-Asp) (Castrillon et al., 

2000). En general la estructura proteica posee dos dominios helicasa con secuencias 

conservadas de motivos involucrados en unión al ATP, motivos responsables de 

retransmitir el estado de hidrólisis de ATP hacia el sito de unión de ácidos nucleicos (Fig. 

5) (Jankowsky & Fairman, 2007). 

 

Figura 5. Estructura de la superfamilia de proteínas DEAD-box con un sitio de unión análogo a 
ATP (negro). Las secuencias de los motivos conservados están coloreados de acuerdo a su 
función bioquímica: rojo, unión al ATP e hidrólisis; amarillo, actividad ATPasa y unión de 
polinucleótidos; azul, unión de ácidos nucleicos. Imagen tomada de Jankowsky & Fairman 
(2007). 

 
 
Mecanismos de acción de la proteína VASA en la reproducción. 

El transcrito vasa así como la proteína que codifica se encuentran en las células precursoras 

de células germinales primordiales (PGCs) de diferentes especies, estas células se dividen 

durante la segmentación temprana dando lugar a células hijas de la línea somática y 

germinal, siendo esta última la que dará lugar a los gametos (Braat et al., 1999). 

En Drosophila se observó que el gen vasa es indispensable en la especificación de células 

germinales y la formación de segmentos abdominales (Raz, 2000). La función de la 

proteína VASA es unirse al ARNm como Oskar y Nanos, así como Gurken durante la 

ovogénesis, involucrados en el establecimiento de células germinales y de esta manera 

controlar el inicio de su traducción (Fig. 6) (Raz, 2000; Noce et al., 2001). El ARNm Oskar 
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codifica una proteína de unión al ARN responsable del ensamblaje de los gránulos polares 

que controlan el desarrollo de los tejidos que surgen de las regiones posteriores del embrión 

temprano, incluso del abdomen y las células polares, que son las precursoras de las células 

germinales. Por su parte Vasa activa la traducción de Nanos que se acumula en el plasma 

polar (Lasko & Ashburner, 1990). Nanos establece el gradiente de concentración de la 

proteína Hunchback (Hb) reprimiendo la traducción del transcrito materno hb y 

desencadenando una cascada de genes blanco permitiendo así la formación del patrón de 

segmentación del embrión (Bradshaw & Dennis, 2003; Lodish et al., 2004). Finalmente 

Gurken se localiza en la pared dorsal del ovocito, esta proteína actúa en la superficie de las 

células foliculares dorsales en que se apoya el ovocito activando receptores y promoviendo 

la expresión de otros genes sólo en la parte ventral de embrión (Lodish et al., 2004). 

En general vasa ARNm materno se localiza en el citoplasma de los ovocitos sin una 

distribución específica en aves y Drosophila (Braat et al., 1999; Tsunekawa et al., 2000), 

mientras que en peces estos transcritos se encuentran subcelularmente durante las primeras 

divisiones de la segmentación hasta el estadio de 32 células (transición de blástula a 

gástrula) momento en el que su localización es citoplasmática (Yoon et al., 1997; Braat et 

al., 1999). En el caso del pez cebra vasa se empieza a expresar al llegar al estadio de 

mórula (~30 PGCs) (Knaut et al., 2000; Yoon et al., 1997). La proteína Vasa es esencial en 

la formación estructural del “nauge” (agregación de proteínas y ARN parecida a una 

inclusión citoplásmica frecuentemente asociado a mitocondrias) específico de la línea 

germinal (PGC) tanto en machos como en hembras (Dohmen, 1992; Knaut et al., 2000; 

Gustafson & Wessel, 2010). Esta estructura se observa tanto en ovogonias, ovocitos, 

espermatogonias y espermátidas y su presencia se correlaciona con el tiempo en el que se 

diferencian las PGC de las células somáticas así como el inicio de la migración hacia la 

región gonádica (Braat et al., 1999; Knaut et al., 2000). En este periodo de migración las 

PGC se mueven por pseudopodia y permanecen en quietud mitótica en peces (Braat et al., 

1999). El estado de inactividad mitótica se debe a que las PGC se encuentran en un arresto 

en G2-M del ciclo celular provocado por una elevada concentración de ciclinas B 

(Deshpande et al., 1999). Posteriormente, en el inicio de la somitogénesis las PGC forman 
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dos agrupaciones al nivel de la tercera a quinta somita (Yoon et al., 1997; Weidinger et al., 

1999). 

En humanos al igual que en otras especies Vasa se expresa sólo en el linaje de células 

germinales de ambos sexos tanto en la gametogénesis como durante la embriogénesis, 

sugiriendo que esta proteína es requerida en el mantenimiento y función de las células 

germinales (Castrillon et al., 2000); se ha encontrado vasa ARNm en espermatozoides, 

mientras que la proteína que codifica se localiza en la membrana citoplásmica de la cabeza 

y flagelo del espermatozoide (Guo et al., 2007). En ratón se sugiere que la aparición de 

Vasa y sus genes blanco inician una cascada de diferenciación en las PGC restringiendo su 

capacidad totipotencial (Braat et al., 1999). Por su parte en aves (CVH) y ratón (MVH) 

Vasa se localiza exclusivamente en el citoplasma de células germinales como 

espermatogonias y ovocitos primarios; mostrando una expresión decreciente conforme 

avanza la madurez y desaparece por completo del citoplasma de ovocitos maduros 

(Toyooka et al., 2000; Tsunekawa et al., 2000). En el caso del ratón la expresión de MVH 

en las células embrionarias se debe a la activación transcripcional del gen Mvh por su 

interacción con células somáticas de la gónada (Toyooka et al., 2000), mientras que en 

peces Vasa se localiza en la región perinuclear de los gránulos (Knaut et al., 2000). 

En Drosophila, vasa es requerido en las células germinales femeninas, en el crecimiento y 

maduración de los ovocitos después de la diferenciación, en la determinación de las células 

polares y en la segmentación abdominal (Lasko & Ashburner, 1990). Los embriones que 

heredan vasa mutante de origen materno presentan fallas en la formación de la proteína 

para formar las células germinales, mientras que las hembras que tienen una mutación nula 

en vasa tienen defectos en la ovogénesis, por lo que su expresión es requerida también en el 

proceso de maduración de los ovocitos (Lasko & Ashburner, 1990; Raz, 2000). Por su 

parte, en ratón la pérdida de función de vasa afecta la diferenciación de células germinales 

en machos y resulta en esterilidad en hembras (Raz, 2000). 
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Figura 6. Localización de la proteína Vasa dentro del ovocito y embrión temprano de Drosophila 

melanogaster. Imagen modificada de Fabioux (2004) y Lodish et al. (2004). 
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Estudios del gen Oyvlg en C. gigas. 

En C. gigas el gen Oyvlg (oyster vasa-like gene) tiene una expresión elevada en ovocitos 

no fertilizados (en gránulos del citoplasma del polo vegetal) y en el desarrollo temprano del 

embrión lo que indica que este transcrito es sintetizado maternalmente y posteriormente 

transmitido al embrión (Fabioux et al., 2004b). En los estadios de 2 y 4 células la señal se 

localiza asimétricamente en el citoplasma perinuclear en un solo blastómero lo cual indica 

que esta región puede ser plasma germinal (Fabioux et al., 2004b). En el estadio de mórula 

los niveles de Oyvlg ARNm disminuyen significativamente y llegan a ser indetectables a 

partir de larva D hasta la metamorfosis debido al poco número de PGC comparado con el 

número total de células en la larva de ostión. En el estadio de gástrula y larva trocófora se 

observa señal por hibridación in situ del lado derecho e izquierdo en la parte media de la 

larva. La proliferación de estas células dará lugar a las PGCs que después migran al lado 

posterior de la larva. En el estadio temprano de véliger hacia larva en metamorfosis Oyvlg 

se localiza agrupado en ambos lados del cuerpo de la larva correspondiente al primordio 

germinal (Fabioux et al., 2004b). Cuando los ostiones alcanzan la madurez sexual, la 

expresión de OyVlg se incrementa a lo largo del desarrollo gonádico en ostiones de ambos 

sexos sin mostrar diferencias entre sexos (Naimi et al. 2009). En un inicio las GSC 

proliferan intensamente formando los túbulos gonádicos que desarrollan desde la región del 

pericardio hacia la parte anterior del ostión (Fabioux et al., 2004b). El transcrito OyVlg se 

ubica con una fuerte señal en células auxiliares, en células germinales mitóticas (células 

madre, ovogonias y espermatogonias) y en estadios tempranos de la meiosis (ovocitos I y 

espermatocitos I) (Fabioux et al., 2004a). 

 

2.4.3. Características de los genes de la familia TGF-β y la proteína TGF-β. 

Las proteínas de la superfamilia TGF-β (transforming growth factor- β) están involucradas 

en numerosas respuestas celulares como la proliferación, diferenciación, migración y 

apoptosis. Además tienen un rol crítico durante la embriogénesis y en el mantenimiento de 

la homeostasis en la vida adulta (ten Dijke et al., 2000). Con base en las características 

estructurales las proteínas de esta superfamilia se clasifican en subfamilias. La subfamilia 
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TGF-β, involucrada en desarrollo, hematopoyesis, reparación de tejidos y funciones en el 

sistema inmune; la subfamilia activin/inhibin formada por hetero- y homodimeros de 

subunidades α y β (Pangas & Matzuk, 2004) involucradas en regulación parácrina y 

autócrina del crecimiento y diferenciación (inducción del mesodermo) (Herpin et al., 2004; 

Ryan et al., 2000); la subfamilia de proteínas BMP (bone morphogenetic proteins), 

proteínas clave en la especificación del eje dorso-ventral desde vertebrados a insectos; GDF 

(growth and differentiation factor) que son reguladores de la diferenciación celular tanto en 

tejidos adultos (ovario y timo) o durante la embriogénesis (Herpin et al., 2004); GDNF 

(glial cell-derive neurotrophic factor) y miembros adicionales como la hormona anti-

Mullerian (AMH) que presenta una baja similitud con otros miembros de la superfamilia 

TGF-β pero mantiene la típica arquitectura del ligando (Knight & Glister, 2006). 

Estos polipéptidos ejercen su acción sobre la célula a través de la formación de complejos 

heterodiméricos con receptores de tipo I y II con actividad serina/treonina-cinasa. Los 

receptores tipo I y II se clasifican, en base a la clase de ligando al que se unen o transducen, 

en tres categorías principales: receptores BMP, Activin y TGF-β (Le Quéré et al., 2009). 

Los receptores tipo II fosforilan y activan a los receptores tipo I que inician una 

señalización intracelular a través de la activación de proteínas Smad, que transmiten señales 

en el núcleo, donde junto con otras proteínas (factores de transcripción, co-activadores y 

co-represores) modulan la expresión de un gen blanco (Fig. 7) (ten Dijke et al., 2000; 

Knight & Glister, 2006). 
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Figura 7. Vías de señalización de los ligandos de la superfamilia TGF-β. 1) Interacción del ligando 
con el receptor tipo II fosforilado. 2) Formación del heterotetramero por el reclutamiento 
del receptor tipo I. 3) Transfosforilación del receptor tipo I por el receptor II. 4) 
Reclutamiento y fosforilación del receptor activo Smad. 5) Dimerización con el Smad 
común Smad 4. 6) Transcripción de los genes blancos por el Smad asociado con otras 
proteínas en el sitio de unión del ADN (Co-FT: Co-factor de transcripción. Modificado de 
Herpin et al. (2004). 

 
 
 

Las proteínas Smad pueden ser clasificadas en tres grupos receptor-regulado Smads (R-

Smads), común-mediador Smads (Co-Smads), e inhibidor-Smads (I-Smads) (Miyazono et 

al., 2001). Dentro de las proteínas R-Smad se encuentran Smad 1, 5 y 8 para BMP y Smad 

2 y 3 para TGF-β. Las diferencias entre Smad1/5 y Smad 2/3 pueden ser debido a la 

variación en la secuencia de aminoácidos de su respectiva región de enlace (Miyazono et 

al., 2001; Guo & Wang, 2009). La especificidad entre las rutas TGFβ/activin y BMP/GDF 

es controlada por la interacción restringida del receptor tipo I con el subtipo de SMAD 

(Pangas & Matzuk, 2004). 
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Mecanismos de acción de la proteína TGF-β en la reproducción. 

Las vías de señalización de la superfamilia TGF- β afecta múltiples tipos de células dentro 

de la gónada de mamíferos, tal es el caso del efecto negativo en las células somáticas y 

germinales de los testículos (Chang et al., 2002). En Drosophila TGFβ actúa reprimiendo el 

gen bam (bag-of-marbles) que induce las células germinales femeninas para auto-renovarse 

en lugar de diferenciarse. Mientras que en machos la represión de bam posiblemente bajo el 

control de las señales de TGFβ, permite la sobrevivencia de las células germinales 

regulando la transición de espermatogonias hacia la diferenciación de espermatocitos 

(Schulz et al., 2004). Por su parte, en peces los niveles de TGF-β1 son más elevados en 

folículos en crecimiento en donde la proteína TGF-β1 inhibe la actividad de 20 β-HSD 

(20beta-hidroxisteroide deshidrogenasa) provocando una disminución en la producción de 

MIH (hormona inductora de la maduración) e inhibiendo así la maduración de los ovocitos 

(Kohli et al., 2005). 

Estudios del gen TGF-β en C. gigas. 

La proteína TGF-β encontrada en C. gigas comparte estructuras secundarias con elementos 

que muestran una hélice-α conservada y varias cadenas β que forma la estructura de dos 

dedos de zinc. Esta proteína está conformada por 307 aminoácidos con un sitio de corte 

consenso (aminoácidos: RFKR) en la posición 183-186. La secuencia de og-TGF-β tiene 

seis de los siete residuos de cisteína característicos (Fleury et al., 2008). 

El ARNm de og-TGF-β no tiene una expresión significativa en el desarrollo embrionario de 

C. gigas. En ostiones adultos este transcrito se expresa en la gónada y el nivel de expresión 

se incrementa del estadio cero al estadio de madurez, donde tiene su máxima expresión y se 

observa una fuerte señal en la periferia de los túbulos (correspondiendo a estadios 

tempranos de las células germinales) en células alargadas cercanas a los ovocitos (Fleury et 

al., 2008). Recientemente se ha sugerido que la proteína madura de og-TGF-β actúa en la 

gónada estimulando el desarrollo de células germinales en ostiones ya que al inyectar un 

anticuerpo de TGF-β en la gónada de ostiones se observó que estos presentaron una 

superficie de área gonádica menor (25.4%) que los controles (37%) (Corporeau et al., 

2011). De manera similar, en el trabajo de Huvet et al. (2011) observaron una reducción 
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significativa en el área de la gónada en los ostiones inyectados con dsRNA og-TGF-β 

(22.9%) en comparación con el control (37.8%); esta reducción en el área de la gónada se 

debió al arresto de los ovocitos en el primer paso de la meiosis (antes de la vitelogénesis) 

por lo que og-TGF-β podría estar positivamente implicado en la vitelogénesis de ostiones 

hembras (Huvet et al., 2011). 

 

2.4.4. Características de los genes de la familia vtg y la proteína VTG. 

En el vitelo de los ovocito se almacenan los nutrientes para la embriogénesis, su 

conformación es uno de los pasos cruciales de la ovogénesis. En invertebrados la formación 

del vitelo se da de manera autosintética (por los ovocitos) y heterosintética (por tejidos 

extraováricos y células foliculares). En los moluscos las proteínas del vitelo surgen 

principalmente de manera intraovárica tanto de origen hetero y autosintético (Suzuki et al., 

1992; Eckelbarger & Davis, 1996).  

Mecanismos de acción de la proteína Vtg en la reproducción. 

La vitelogenina (Vtg), precursor de la proteína vitelina (Vn), es una proteína de transporte y 

almacenamiento que sirve como ligante para distribución de nutrientes en el vitelo del 

ovocito (Riffeser & Hock, 2002). En C. gigas al igual que en mejillón, la proteína del vitelo 

está regulada por el estradiol, y esta hormona presenta cambios estacionales asociados con 

el ciclo reproductivo. En hembras el nivel de estradiol incrementa con la madurez y tiende a 

disminuir después del desove, mientras que en machos el nivel de estradiol permanece bajo 

y no se detecta la estrona (Matsumoto et al., 1997; Ciocan et al., 2011). En el ostión C. 

corteziensis se ha estudiado la concentración de Vn/Vtg en gónada de ostiones adultos 

encontrando bajas concentraciones en hembras previtelogénicas (418.92 μg g-1), que 

aumenta en ostiones vitelogénicos (578.81 μg g-1) y presenta su máximo en hembras post-

vitelogénicas o maduras (823 μg g-1) (Arcos et al., 2009). El crecimiento de los ovocitos 

(área y diámetro) depende de la acumulación de Vn/Vtg dentro del ovocito durante el 

desarrollo de la gónada por lo que se ha sugerido que puede ser un indicador de la madurez 

gonádica así como de la capacidad reproductiva de C. corteziensis (Arcos et al., 2009). Por 

su parte en Litopenaeus vannamei también se ha sugerido al gen vtg como un potente 
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candidato que indique la condición reproductiva ya que el incremento de la proteína VTG 

presenta una correlación positiva con el diámetro de los ovocitos (Ibarra et al., 2009). 

Además, en camarón puede usarse como una herramienta predictiva antes de ablacionar ya 

que permite seleccionar hembras en estadios más avanzados de maduración y se ha visto 

que un nivel mayor de vitelogenina en la hemolinfa antes de la ablación se asocia con una 

mayor capacidad de maduración en comparación con las hembras con baja capacidad de 

madurar (Ibarra et al., 2009). En estudios posteriores en L. vannamei se describe una 

correlación positiva entre el índice de madurez (que considera el área ovárica obtenida 

como el número y talla de ovocitos) y el nivel de VTG en hemolinfa, por lo que también 

confirma que es un buen indicador de la actividad reproductiva al reflejar la acumulación 

de vitelo en los huevos y por ende un incremento en la calidad de los nauplios producidos 

(Arcos et al., 2011). 

Estudios del gen vtg en C. gigas. 

El ARNm de vtg se ha encontrado solamente en células foliculares del ovario lo que sugiere 

que la síntesis de vitelo en C. gigas puede tener lugar en estas células (Matsumoto et al., 

2003; Llera, 2008). Por su parte, la proteína tipo vitelina de ostión, una glicolipoproteína 

con un peso molecular de ~500kD, posee una estructura macromolecular que consiste en 

subunidades heterogéneas e inclusiones lipídicas y de carbohidratos (Suzuki et al., 1992). 

Las vitelinas son las proteínas que mayormente se almacenan dentro de gránulos de vitelo 

en el citoplasma de los ovocitos, estos gránulos son abundantes en los ovocitos 

postvitelogénicos, mientras que los ovocitos en desarrollo temprano presentan menor 

cantidad de gránulos de vitelo, indicando que el crecimiento de los ovocitos depende de la 

acumulación de vitelina en ellos durante la vitelogénesis (Suzuki et al., 1992; Li et al., 

1998b). En C. gigas las proteínas del vitelo tienen un papel importante en el desarrollo del 

embrión y de la larva al ser fuente de aminoácidos libres (FAAs). De tal forma que las 

vitelinas son progresivamente degradadas después de la fertilización, esto se refleja por 

incrementos en FAAs que ocurren en el estadio de blástula y tiene un pico máximo en el 

estadio de véliger (Li et al., 1998a). En ostiones adultos la concentración de vitelina y 

estradiol-17β, así como la expresión de vtg ARNm incrementan en el ovario con el avance 
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de la madurez y disminuye después del desove confirmando que el estradiol es uno de los 

factores que promueven la vitelogénesis en ostión (Matsumoto et al., 2003). 

En C. gigas se han reportado dos transcritos de vtg (Cg-VTG1 y Cg-VTG2), cuya expresión 

tiene un nivel máximo en hembras maduras durante la fase tardía de la vitelogénesis, que es 

cuando ocurre la vitelogénesis proteica (posterior a la vitelogénesis lipídica), lo que los 

hace potenciales marcadores moleculares del esfuerzo reproductivo o avance vitelogénico 

del ostión. Mientras que en ostiones indiferenciados la expresión es apenas detectable al 

igual que en machos; y en el estadio de post-desove o degeneración se observa un 

decremento en la expresión de vtg hasta alcanzar niveles de expresión similares a los 

estadios de desarrollo temprano y maduración (Llera, 2008). Además, se ha observado 

también que existe un incremento significativo en la expresión de ambas vtg cuando los 

organismos son alimentados con elevadas cantidades de alimento (12%) durante su 

condicionamiento en laboratorio (Llera, 2008). 

 

2.5 Conformación de un pie de cría de C. gigas para el Noroeste de México. 

En México la producción de C. gigas depende en su mayoría de importaciones de semilla 

principalmente proveniente de laboratorios de Estados Unidos (70%) (SAGARPA, 2010), 

actualmente también de Chile (P. Danigo, com. per.) y en menor medida de laboratorios 

nacionales. Sin embargo, al utilizar ostiones producidos en otro país se corre el riesgo de 

que éstos estén adaptados a las condiciones ambientales del sitio de origen (como por 

ejemplo temperaturas, salinidades y disponibilidad de alimento) además de propiciar la 

posible introducción inadvertida de patógenos. 

Efectos de las condiciones ambientales sobre la producción de C. gigas en el noroeste de 

México. 

El Noroeste de México presenta una elevada variabilidad térmica con marcados eventos 

muy cálidos durante los años de El Niño, además de la variación estacional ocasionada por 

la interacción de la corriente de California durante el invierno y la contracorriente tropical 

Norecuatorial durante el verano (Trasviña et al., 1999; Moreno & Gómez, 2006; Sicard et 
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al., 2006). Dado lo anterior, la introducción en esta región de México, de ostiones 

adaptados a zonas templadas puede provocar una reducción en la producción e incluso ser 

una de las probables causas de las mortalidades reportadas para esta región (García-

Esquivel et al., 2004; Carvalho, 2003; Chávez-villalba et al., 2007; Tobar, 2008; Ascencio-

Michel, 2008). 

Alternativas para la producción de C. gigas en el noroeste de México. 

Una alternativa que se ha propuesto para incrementar la producción de ostión japonés es 

emplear triploides. Los ostiones triploides han tenido a nivel internacional menores tasas de 

mortalidad (Gagnaire et al., 2006) y un reducido desarrollo gonádico (Jouaux et al., 2010) 

lo que le permite crecer más que los ostiones diploides (Shpigel et al., 1992; Maguire et al., 

1995; Gagnaire et al., 2006); además de utilizar más energía en mecanismos de defensa 

(Delaporte et al., 2006; Gagnaire et al., 2006). De manera similar, en México Ibarra et al. 

(2008ab) reportan una ventaja en los triploides, debida a su esterilidad parcial, al cultivarse 

en ambientes con condiciones desfavorables (elevadas temperaturas). Sin embargo, durante 

julio y septiembre 2006 se registró una disminución en la supervivencia en ambas ploidías 

debida al efecto combinado de crecimiento continuo y elevada temperatura (Ibarra et al., 

2008b). A pesar de que los ostiones triploides parecen tener mejor rendimiento (crecimiento 

y supervivencia) en el Noroeste de México, existen límites en su tolerancia térmica durante 

eventos de temperatura elevada (El Niño) (Carvalho, 2003). 

Debido a lo anterior, recientemente se propuso el establecimiento de un pie de cría de C. 

gigas para el Noroeste de México realizado con base en la selección de diferentes líneas de 

ostión que presenten diferenciación genética entre ellas, y evaluando los efectos 

combinados y específicos de sus cruzas sobre el desempeño (crecimiento, reproducción y 

sobrevivencia) bajo las condiciones ambientales variables en esta región incluyendo altas 

temperaturas. 

Las líneas seleccionadas fueron traídas de Chile, Australia y EUA (Fig. 8) con base en que 

ostiones de cada uno de esos países representen variedades diferentes debido a que ha 

pasado tiempo suficiente (~30 años) desde su introducción en dichas regiones, lo que les 

confiere también una diferenciación genética óptima para la conformación de un pie de cría 
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con alta variabilidad genética. La diferenciación genética de las variedades fue demostrada 

una vez que estas fueron importadas (Galindo-Sánchez et al., 2008). El cruzamiento entre 

líneas ha buscado conferir mayor variabilidad y por ende ventajas productivas (crecimiento 

y supervivencia) en las progenies resultantes de cruzamientos múltiples. 

 

 

Figura 8. Conformación de un pie de cría de C. gigas para el Noroeste de México. 

 

La conformación de un pie de cría involucra la evaluación de cruzas en cuanto a la 

supervivencia, crecimiento, reproducción y el efecto de factores ambientales (temperatura) 

sobre esas variables productivas. En base a lo anterior, este trabajo se enfoca en analizar 

genes que potencialmente pueden usarse como marcadores moleculares, como es el caso de 

OyVlg, vtg, Cg-Foxl2 y og-TGF-β, cada uno de los cuales proporciona información acerca 

del proceso reproductivo. Utilizando cruzas de tres vías, en donde cada una de ellas difiere 

de la otra en un 50% de los genes/alelos presentes debido a que la mitad de su 

complemento cromosómico se derivó de la línea EUA o de la línea AU, se busca establecer 

si existen diferencias entre ellas para la expresión génica de los genes antes mencionados. 

Adicionalmente, dada la importancia de conocer si existen diferencias en el ciclo 

gametogénico entre grupos genéticos, se analizó el efecto que tiene la temperatura sobre el 

desarrollo gamético y el crecimiento, así como las diferencias entre las cruzas.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

En el ostión C. gigas la energía almacenada se destina al crecimiento o reproducción 

(Hofmann et al., 1994; Chávez-Villalba et al., 2008; Normand et al., 2008; Castaños et al., 

2009). El esfuerzo reproductivo es un indicador de la cantidad de energía que se destina a la 

reproducción, y este ha mostrado variaciones en respuesta a condiciones ambientales como 

la temperatura  (Hofmann et al., 1992; Normand et al., 2008), así como entre distintos 

grupos genéticos o fenotípicos (menor y mayor esfuerzo reproductivo) (Enríquez-Díaz et 

al., 2009). En la acuacultura de moluscos un menor esfuerzo reproductivo es una 

característica fenotípica deseable en el contexto de crecimiento. 

En México recientemente se conformó un pie de cría de ostión C. gigas para el Noroeste 

(Ibarra, com. per.) a partir de variedades demostradas como genéticamente diferentes 

(Galindo-Sánchez et al., 2008). Debido a que la región del Noroeste presenta una elevada 

variabilidad térmica (Sicard et al., 2006) y que la reproducción está directamente 

influenciada por la temperatura (Shpigel et al., 1992; Chávez-Villalba et al., 2002; Flores-

Vergara et al., 2004; Fabioux et al., 2005) es importante evaluar características 

reproductivas de estas cruzas en temperaturas similares a los sitios de cultivo. 

En la selección de un fenotipo deseable en ostión, como lo es un mayor crecimiento, es 

importante entender el efecto que tiene el esfuerzo reproductivo así como establecer la 

mejor forma de medir al mismo. Una de esas posibles formas es utilizar genes expresados 

diferencialmente de acuerdo con un bajo o alto esfuerzo. Entre los genes que se encuentran 

implicados en un esfuerzo reproductivo diferencial se encuentran: Cg-Foxl2 (Naimi et al., 

2009), OyVlg (Fabioux et al., 2004; Fabioux et al., 2009), og- TGF-β (Corporeau et al., 

2011; Fleury et al., 2008; Huvet et al., 2011) y vitelogenina (vtg) (Llera, 2008; Arcos et al., 

2009; Arcos et al., 2011). Debido a lo anterior en el presente trabajo se utilizaron análisis 

histológicos de gónada y análisis de tejido gonadal para la cuantificación de la expresión de 

los genes Cg-Foxl2, OyVlg, og- TGF-β y vtg contrastando dos cruzas de C. gigas sometidas 

a diferentes temperaturas. 
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4. OBJETIVOS 

 
4.1. Objetivo General. 

 Evaluar el esfuerzo reproductivo comparativo de dos cruzas diferentes de C. gigas 

mantenidas en temperaturas diferentes, y conocer si existen diferencias entre estas cruzas 

a través de la cuantificación de la expresión de los genes Oyvlg, Cg-Foxl2, og-TGF-β y 

vtg.  

 

4.2. Objetivos específicos. 

 Establecer si existen diferencias (cualitativas, semi-cuantitativas y cuantitativas) en el 

desarrollo gonádico de dos cruzas de C. gigas sometidas a diferentes temperaturas. 

 Establecer si existen diferencias en la expresión de Oyvlg, Cg-Foxl2, og-TGF-β y vtg en 

tejido gonádico entre las dos cruzas de C. gigas. 

 
 
5. HIPÓTESIS 

Si el desarrollo gonádico se correlaciona positivamente con la temperatura, entonces el 

esfuerzo reproductivo será mayor en elevadas temperaturas. 

Si la expresión de los genes Oyvlg, Cg-Foxl2, og-TGF-β y vtg están asociados al esfuerzo 

reproductivo de C. gigas, entonces diferencias en la expresión génica entre cruzas con 

diferentes esfuerzos reproductivos indicarán que éstos genes son marcadores moleculares 

útiles para la selección. 
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6. METODOLOGÍA 

 
6.1. Organismos experimentales. 

Los ostiones de C. gigas utilizados fueron el producto de cruzas en tres vías de líneas 

importadas de Estados Unidos (EU), Chile (CH) y Australia (AU). Esto es, las cruzas en 

tres vías evaluadas fueron resultado del cruzamiento entre una F1 (resultante del 

cruzamiento entre dos de las líneas), y una u otra de las líneas para las cuales no contenían 

parte las F1. Dos grupos de F1s fueron utilizadas, cada una con su recíproca: grupo (1) 

F1(AUxCH) y su recíproca F1(CHxAU), y grupo (2) F1(CHxEU) y su recíproca F1(EUxCH). El primer 

grupo de recíprocas fue posteriormente cruzado con organismos de origen Estados Unidos 

(EU), y el segundo grupo de F1 recíprocas se cruzó con los organismos de Australia (AU) 

(Fig. 9). 

 

Figura 9. Cruzas en tres vías a evaluar, las que están en amarillo contienen 50% genoma materno 
de la línea original de Australia, y 25% de cada una, la línea Chile y la línea EU en forma 
recíproca. Las que están en azul tienen 50% de su genoma derivado paternamente de la 
línea EU, y 25% de cada una, Australia y Chile en forma recíproca. Lo que varía dentro de 
cada color es la cruza recíproca utilizada para cruzar con Australia o EU. 
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En el laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal Acuícola del Centro de 

Investigaciones Biológicas del Noroeste se llevó a cabo el crecimiento larvario. Durante el 

cual se realizaron recambios de 100% del agua cada 2 días y se alimentaron con 30 mil cel 

mL-1 (al inicio) y 100 mil cel mL-1 (al final del estadio larval) de una mezcla de Isochrysis 

galbana y Chaetoceros calcitrans. La densidad de microalgas suministrada al llegar al 

estadio de semilla (2-3 mm) fue de 250 mil cel mL-1. Las semillas obtenidas de ostión de 

cada cruza se preengordaron en la Laguna San Ignacio en las costas del Pacífico de la 

Península de Baja California Sur. 

 

6.2. Área de preengorda. 

Laguna San Ignacio B.C.S. 

La Laguna San Ignacio (Fig. 10) está situada en la parte media de la costa occidental de la 

Península de Baja California, entre los 26o38’ y 27o00’N de latitud norte y los 113 o 06’ y 

113 o 18’ latitud oeste. La laguna se encuentra rodeada por el Desierto de Vizcaíno, ubicado 

en el Municipio de Mulegé, por lo que forma parte de la Reserva de la Biosfera del 

Vizcaíno (Winant & Gutiérrez de Velasco, 1999). Tiene una superficie de 152 km2 con un 

clima semicálido, muy seco, con una temperatura que oscila entre los 18 y 22oC. La Laguna 

tiene una longitud de 30km. Desde el punto de vista batimétrico se describen tres áreas: en 

el extremo norte la laguna es muy somera presentando un canal angosto con profundidad 

promedio de 5 m que va desde el paso que comunica al Remate con el resto de la laguna; en 

el área central se encuentra un canal ancho con profundidades de 6m, mientras que en el 

área sur la laguna está dividida por varios canales presentando profundidades que van de 

los 10 a 15 m y los bajos que separan los canales quedan descubiertos durante la marea 

baja, éstas mareas son semidiurnas y varían de 0.9 a 2.4 m, causando fuertes corrientes en 

la cuenca y canales (Winant & Gutiérrez de Velasco, 1999).  
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Figura 10. Sitio de preengorda de las cruzas experimentales de C. gigas en Laguna San Ignacio 

(LSI) en Baja California Sur. 

 

6.3. Preengorda. 

La preengorda de la semilla se llevó a cabo del 4 de noviembre al 11 de marzo de 2009 en 

la Laguna San Ignacio donde se colocaron semillas (3 mm longitud promedio) 

correspondientes a cada cruza en bolsas de malla tipo mosquitero de 50 por 50 cm (abertura 

de 1 mm) introducidas dentro de canastas flotantes. 

Cuando los ostiones alcanzaron una talla de 3 cm se colocaron a una misma densidad 

(300/costal) del 18 de Febrero al 11 de Marzo.  
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Una vez que los organismos alcanzaron una talla de 4-5 cm, 250 ostiones de cada una de las 

cruzas experimentales fueron llevados al laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal 

Acuícola del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste. 

6.4. Diseño experimental. 

A los ostiones traídos de campo se les realizaron biometrías (longitud, peso y biomasa) y se 

hicieron análisis preliminares para establecer si podían agruparse las cruzas recíprocas. En 

estos análisis no se encontraron diferencias en las variables muestreadas entre las cruzas de 

tres vías recíprocas F1(EU/CH) x AU y F1(CH/EU) x AU, así como tampoco entre las cruzas de 

tres vías recíprocas EU x F1(AU/CH) y EU x F1(CH/AU) (ver sección de resultados para más 

detalle). Al no encontrar diferencias significativas entre esos grupos recíprocos, estos se 

agruparon. Los grupos finalmente analizados se designan a partir de aquí como dos cruzas 

en tres vías: (1) F1(CH:EU) x AU, y (2) EU x F1(CH:AU), en donde el sufijo indica la 

agrupación de las cruzas reciprocas dentro de esa F1. 

Los organismos se aclimataron durante una semana, en condiciones controladas y a la 

temperatura que había en la laguna San Ignacio en la fecha de colecta (19°C).La fase 

experimental del trabajo se inició el 23 de marzo de 2010, utilizando 100 ostiones 

(juveniles) por cruza y tratamiento de temperatura, colocando estos en un sistema de 

temperaturas controladas en el laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal Acuícola 

del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste. Se mantuvieron 31 días en los 

tratamientos de temperaturas experimentales de: 19, 23, 27 y 31ºC (Fig. 11), realizando 

recambios diarios de 100% de agua y adicionando a diario la misma cantidad de microalgas 

a los cuatro tratamientos de cada temperatura: 250 millones de células mL-1/organismo/día 

de I. galbana, C. calcitrans y Pavlova sp. (correspondiente al 4% del peso seco del ostión: 

1% de C. calcitrans, 1% de Pavlova sp. y 2% de I. galbana). 



32 
 

 
 

 

Figura 11. Tratamientos de las cruzas estudiados con temperaturas. 

 

6.5. Colecta de información y tejidos. 

Biometrías 

Se realizó la biometría completa (longitud de la concha, peso total y peso de biomasa o 

tejidos) de 60 ostiones muestreados por cruza y tratamiento. De los 40 ostiones restantes 

solamente se registró la longitud de la concha y el peso total del organismo. Con la 

información obtenida se estimó el índice de condición (IC): 

 

 

 

Muestreo de gónada 

En paralelo a las biometrías, se tomó una sección transversal de la parte media de cada 

organismo (Fig. 12) para el posterior análisis histológico de la gónada, colocándolo en un 

casete para procesamiento histológico identificado por individuo y tratamiento, 

preservándolo en solución Davidson. 

Adicionalmente se tomó otra sección de la gónada de cada individuo para la extracción de 

ARNm y análisis de expresión génica, congelando la muestra identificada por individuo y 

tratamiento en nitrógeno líquido y posteriormente se almacenó a -80⁰C. 
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Figura 12. Ostión C. gigas: en rojo la sección transversal tomada para análisis histológicos. 

 
6.6. Análisis histológicos. 

Se siguió la técnica de muestreo y fijación descrita en el Anexo I. Los organismos se fijaron 

en una solución de Davidson modificada (Anexo I) por un lapso de 24 a 48 h a una 

temperatura ambiente y posteriormente fueron transferidos a alcohol al 70% (diluido en 

agua con DEPC, Anexo I). A continuación las muestras se trataron mediante una técnica 

convencional de histología (Anexo I). Se realizaron cortes histológicos de 4 µm, teñidos 

con Hematoxilina-Eosina (Humason, 1979; Sheehan & Hrapchank, 1973) (Anexo II). 

6.6.1. Proporciones sexuales. 

Se analizaron los cortes histológicos y se determinó el porcentaje de sexos de cada una de 

las cruzas en las diferentes temperaturas mediante el establecimiento de las frecuencias de 

cada uno de los fenotipos observados: organismos indiferenciados (gametogénicamente 

inactivos), machos, hembras y hermafroditas (con gametos femeninos y masculinos 

independientemente del estadio de desarrollo gonádico). 



34 
 

 
 

6.6.2. Estadios de Desarrollo Gonádico. 

6.6.2.1. Análisis Cualitativo. 

Se emplearon las descripciones histológicas de Normand et al. (2008) adaptado de Lango-

Reynoso et al. (2000) y Mann (1979). El estadio de desarrollo gonádico se asignó de 

acuerdo a las características histológicas que presentó cada ostión (Fig. 13): 

 Estadio 0 (reposo sexual): estadio previo al desarrollo gonádico. Los folículos gonádicos 

no presentan actividad mitótica visible, no se pueden distinguir sexos (ostiones 

indiferenciados). 

 Estadio I (gametogénesis temprana): los folículos se encuentran alargados y aislados en 

un abundante tejido conectivo. Se observa proliferación mitótica de numerosas 

espermatogonias u oogonias, ocasionalmente ovocitos o espermatocitos primarios al final 

del estadio I. 

 Estadio II (gametogénesis tardía): se observan ovocitos en todas las etapas 

gametogénicas (oogonias, ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos) predominando los 

ovocitos vitelogénicos. En el caso de los organismos machos se observan espermatogonias, 

espermatocitos y espermátidas. Las células maduras se observan en el centro del folículo. 

Comienza a desaparecer el tejido conectivo interfolicular. 

 Estadio III (madurez): los folículos se encuentran llenos de ovocitos vitelogénicos con 

núcleo y nucléolos distintivos, con un tamaño relativamente homogéneo. Todavía se 

observan algunos ovocitos previtelogénicos; en algunos casos se observan ovocitos 

postvitelogénicos o atresicos. Los machos presentan espermatozoos con sus caudas 

orientadas al lumen del folículo; ya no hay tejido conectivo interfolicular visible. 

 Estadio IV (desove): con los folículos distendidos y algunos rotos; todavía se observa un 

gran número de gametos, en algunos casos se observa un post-desarrollo en el cual el 

número de gametos primarios (espermatocitos y ovocitos previtelogénicos) se incrementa. 

 Estadio V (reabsorción): los folículos están semivacíos y se observan fagocitos. Los 

conductos de desove pueden estar presentes o ausentes ya que este estadio no indica 

necesariamente que hubo un desove previo. 
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Figura 13. Desarrollo gonádico de C. gigas. Estadios 1, 2, 3 y 4. Ovocitos adheridos (ao), tejido 
conectivo (ct), ovocito degradado (do), folículo (f), pared del folículo (fw), ovocito en 
crecimiento (go), ovocito maduro (mo), ovocito primario (po) (Imagen tomada de Lango-
Reynoso et al., 2000). 

 

6.6.3. Área de tejido gonadal. 

Se cuantificó el área de tejido gonadal en organismos hembras y machos con el fin de 

conocer y definir si el esfuerzo reproductivo entre las cruzas experimentales evaluadas era 

diferente. Se utilizó una modificación del índice de área gonadal (IAG) propuesto por 

Enríquez-Díaz (2004), basado en una técnica estereológica en la que se emplean cortes 

histológicos de las laminillas de organismos con gónada. Las laminillas histológicas fueron 

colocadas en un escáner digital (HP ojp 7700) y las imágenes resultantes se analizaron en el 

software Imaq Vision Builder, National Instrument Corp. para determinar el área de 

cobertura de la gónada y el área visceral (Fig. 14). El IAG fue obtenido con la siguiente 

ecuación: 
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Figura 14. Análisis del área visceral y gonádica con el programa Imaq Vision Builder. 

 

6.6.4. Índice de madurez gonádica. 

En esta evaluación se analizaron cinco folículos por cada hembra en estadio III de 

desarrollo gonádico en ambas cruzas sometidos a las temperaturas de 27 y 31°C. Para ello 

se obtuvieron imágenes digitalizadas de tres regiones de la gónada del ostión a un aumento 

de 20X. Estas imágenes se analizaron con el programa SigmaScan Pro 5 para obtener el 

área y diámetro de los ovocitos. Los ovocitos se clasificaron y contaron para cada tipo: 

previtelogénicos, vitelogénicos, post-vitelogénicos y degenerativos con base en la escala de 

Lango-Reynoso et al. (2000), la cual usa el diámetro de los mismos para establecer el tipo 

de ovocito. 

Utilizando el área y número de cada tipo de ovocito se estimó un índice de madurez ovárica 

o gonádica (MO: madurez de ovario), estimado con base en lo descrito por Arcos et al. 

(2005): 

MO =  [ (Apv x npv) + (Avit x nvit) + (Aptv x nptv) + (Adg x ndg) ] 
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Donde: 

A pv,vit, ptv, dg: área promedio de cada tipo de ovocito 

n pv,vit, ptv, dg: número total de cada tipo de ovocito 

 

6.6.5. Biomasa de gónada. 

Se realizó una aproximación de la biomasa de gónada (BG) en base a: 

 

Para lo anterior se utilizaron ostiones hembras de ambas cruzas en estadio III de desarrollo 

gonádico. 

 

6.7. Análisis de expresión génica cuantitativa por PCR de tiempo real. 

Una vez definido el sexo y estadio de desarrollo gonádico de los organismos (por medio de 

histología), la otra mitad del tejido del ostión preservado a -80 ⁰C fue utilizada en el 

análisis de expresión génica cuantitativa por PCR de tiempo real (qPCR), evaluando la 

expresión de los genes OyVlg (Oyster vasa-like gene), og-TGF-β (Transforming growth 

factor-beta), Cg-Foxl2 (Forkhead box l2) y vtg (vitelogenina). 

El análisis de qPCR se basa en la cuantificación de la fluorescencia emitida por un 

intercalibrador que se une al producto de la PCR (Bustin et al., 2009). La curva resultante 

refleja en su fase exponencial la cantidad inicial de templado y esta se cuantifica 

comparando el número de ciclos de amplificaciones que se requiere para alcanzar cierto 

límite (threshold) de fluorescencia lo cual se denomina como ciclo de cuantificación (Cq) 

(Kubista et al., 2006). 

6.7.1. Extracción de ARN, tratamiento con DNAsa y RT-PCR. 

Del tejido conservado a -80°C se utilizaron 100 mg de tejido para la extracción de ARN en 

1 mL de TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science). La homogenización del tejido 

se realizó agregando 100 mg de perlas de cristal (SIGMA Glass beads, acid washed, 425-

600 μm) en el equipo FastPrep®-24 (Anexo III). El ARN se resuspendió en agua DEPC 

BG = (IAG x biomasa del ostión)

100
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0.1% (el volumen dependió del tamaño del pellet ya sea 15, 30 o 50 μL) y se cuantificó la 

concentración obtenida en cada extracción utilizando un espectrofotómetro NanoDrop 

(Thermo Scientific). La calidad del ARN se evaluó en una electroforesis en gel de agarosa 

al 1% bajo condiciones desnaturalizantes (Anexo IV).  

De la solución de ARN total se tomaron 5 μL (1 μg μL-1) que fueron tratados con DNAsa I 

(RQI DNase, Promega) para eliminar contaminación por ADN genómico (ADNg) (Anexo 

V). Para corroborar que el tratamiento con DNAsa fue el adecuado, se realizaron 

cuantificaciones de expresión en tiempo real (qPCR) utilizando cebadores del gen β-actina 

con muestras de ARN tratadas con DNAsa,utilizando ADNc como control positivo. Se 

analizaron los valores del ciclo umbral (Cq) de las amplificaciones, considerando como 

libres de ADNg aquellas muestras que no presentaran amplicones a la temperatura de 

disociación (Tm) correspondiente para β-actina (Tm = 83) o cuyos valores del ciclo umbral 

Cq fueran mayores a 35 ciclos (Bustin et al., 2009); adicionalmente la amplificación (o falta 

de) fue corroborada por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Una vez confirmada la 

pureza del ARN se procedió a realizar la transcripción reversa del mismo a ADN 

complementario (ADNc). La síntesis de ADNc se llevó a cabo utilizando 5 μL (0.4 μg/μL) 

de ARN tratado con DNAsa de cada organismo siguiendo el protocolo recomendado por el 

fabricante del kit Improm II Reverse Transcription System (Promega) (Anexo VI). 

6.7.2. Genes de referencia. 

En la qPCR el nivel de expresión del gen blanco es normalizado con la expresión de uno o 

más genes de referencia. La cuantificación relativa normalizada por genes de referencia 

internos minimiza las variaciones artificiales (diferentes concentraciones de muestras, la 

extracción de ARN, o la eficiencia de la transcripción reversa) por lo que es la forma más 

precisa para detectar la expresión diferencial, especialmente cuando hay pocas copias de 

ARNm (Axtner & Sommer, 2009). 

Para esto se requiere que los genes de referencia se expresen de manera constante en cada 

célula o tejido; además de que no debe sobre- o subexpresarse en las condiciones 

experimentales (Gutierrez et al., 2008). Sin embargo en un gran número de estudios se han 

encontrado variaciones en la expresión de los genes de referencia entre tejidos (Aursnes et 
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al., 2011; Galiveti et al., 2010; Gutierrez et al., 2008) y condiciones experimentales 

(McCurley & Callard 2008; Guénin et al., 2009). Debido a que no hay un gen que actúe 

como gen de referencia universal, es de gran importancia hacer una validación sistemática 

de cada condición experimental y tejido (Ling & Salvaterra, 2011). 

Para la normalización de la expresión de los genes de interés en este trabajo se 

seleccionaron cinco genes a partir de una búsqueda bibliográfica como posibles genes de 

referencia para C. gigas: factor de elongación (ef2α), β-actina (act-β), gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (gapdh), y los genes ribosomales 18S y 28S (18S-ARN y 28S-ARN). 

Estos genes fueron seleccionados debido a que participan en diferentes rutas metabólicas, 

minimizando de esta forma un posible efecto de corregulación entre genes ( 

Tabla I). Se evaluó la estabilidad en la expresión de estos genes entre cruzas, temperaturas 

y estadios de desarrollo gonádico. 

 
Tabla I. Función de los genes de referencia evaluados. 

Gen Función celular 
ef2α Factor de traducción en eucariotas 
act-β Proteína esencial para estructura y cinética del citoesqueleto 
gapdh Deshidrogenasa, oxidoreductasa en la glicólisis y gluconeogénesis. 

18S ARN estructural (involucrado en estructura de ribosoma) 
28S ARN estructural (involucrado en estructura de ribosoma) 

6.7.2. Estandarización de la eficiencia de amplificación por qPCR. 

La evaluación de la eficiencia es esencial en la cuantificación de expresión por qPCR ya 

que está fuertemente influenciada por los componentes de la reacción de PCR (Pfaffl, 

2004). Las pequeñas diferencias en la eficiencia de amplificación pueden tener un gran 

impacto en la productividad de una PCR (al no obtenerse el doble de amplicones en cada 

ciclo), de tal forma que diferencias en la eficiencia de amplificación entre genes blanco y de 

referencia puede llevar a errores en cuantificación relativa (Dieffenbach & Dveksler, 2003). 

Debido a lo anterior es necesario conocer la eficiencia de amplificación para cada uno de 

los genes blanco y de referencia. 

La eficiencia (e) del qPCR se determinó de acuerdo a Pfaffl (2001) para cada par de 

oligonucleótidos-cebadores de los diferentes genes evaluados (Tabla II), de referencia y 
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blanco o de interés en este trabajo. Se obtuvo una curva estándar para cada gen de 

referencia así como para los cuatro genes de interés en este trabajo (genes blanco). La 

amplificación se realizó por triplicado en cada una de cuatro diluciones seriales (1/5) 

utilizando el ADNc de muestras de gónada (pool o mezcla de ADNc de ostiones machos y 

hembras en todos los estadios de desarrollo gonádico). Los análisis se realizaron en el 

termociclador de tiempo real CFX96 (Bio-Rad). Se utilizó como intercalante fluorescente 

EvaGreen® (Biotium).  

Las concentraciones de reacción fueron de: 1x EvaGreen (7.5 μL) (Anexo VII), 0.46 μM 

(0.7 μL) de oligonucleótidos (forward y reverse), 5 μL de ADNc y H2O libre de RNAsas en 

un volumen final de 15 μL. Las condiciones de amplificación consistieron en: 10 min a 

95ºC, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 15s y 1 min de elongación a 

60ºC; la lectura de amplificación se hizo a 77°C. Por último la curva de desnaturalización 

fue de 95ºC a 60ºC con un decremento de la temperatura de 1ºC cada 10s. Como control 

negativo se utilizó H2O milliQ. 

En el caso exclusivo de los análisis del gen vtg así como del gen fe2α usado para su 

normalización, se utilizó 7.5 μL de SYBER (Applied Biosystem) como intercalante. Este 

mismo kit de SYBER también se empleó en la curva de calibración de vtg y fe2α. La 

amplificación por qPCR consistió en: 2 min a 50°C, 10 min a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 

desnaturalización a 95ºC por 15s y un paso de elongación a 60ºC por 1 min en el que se 

tomó la lectura. La curva de desnaturalización fue de 95ºC a 60ºC con un decremento de la 

temperatura de 1ºC cada 10s. A partir de las curvas de disociación se evaluó que la 

amplificación de los genes mostrara un solo pico (Tabla II). A diferencia de los demás 

genes, en los análisis de vtg se utilizó una mezcla de ADNc de hembras F I y F III. 
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Tabla II. Secuencias de oligonucleótidos-cebadores de los genes de referencia y genes blancos. T: temperatura de alineamiento; pb: pares de 
bases; Tm: temperatura de disociación calculada; Cq: Cq mínimo de la curva estándar; Tm: temperatura de disociación; e: eficiencia. 

Genes Dirección Secuencia (5’3’) 
T 

(°C) 
Producto 

(pb) 
Tm Cq Tm e 

β-actina: act-β  
(Cadoret et al., 1999) 

GenBank: AF026063; FJ669295.1  

Forward 
Reverse 

GCCCTGGACTTCGAACAA 
CGTTGCCAATGGTGATGA 

60 100 
63.9 
64.4 

21.69 83 1.974 

Factor de elongación 2α: ef2α  
(Fabioux et al., 2004b) 
GenBank: AB122066.1 

Forward 
Reverse 

GATTGCCACACTGCTCACAT 
AGCATCTCCGTTCTTGATGC 

60 114 
63.9 
64.3 

20.77 83 1.939 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa: gapdh 
(Lelong et al., 2007) 

Forward 
Reverse 

TTGTCTTGCCCCTCTTGC 
CGCCAATCCTTGTTGCTT 

60 127 
64 

63.8 
24.59 84 1.903 

28S-RNA 
(Gutiérrez-Rivera, 2012, dato no publicado) 

Forward 
Reverse 

GATGCTGGGAACTGTGGT 
CTTTGGGCTGCATTCTCAA 

60 130 
61.1 
63.8 

15.57 89 2.067 

18S-RNA 
GenBank: FJ356690.1 

Forward 
Reverse 

GGGTTAGAGGTGAAATTCTTGG 
GTTGGCATCGTTTATGGTCAG 

60 145 
64 
62 

13.48 84 2.080 

Vitelogenina: vtg  
(Matsumoto et al., 2003) 

GenBank:AB084783;AB084783.1  

Forward 
Reverse 

CAGCATCGTTCTCCTTCCA  
GGTGTCCTGGGACTGTTGA 

60 173 
64.1 
63.8 

23.46 76 1.952 

Oyster-vasa-like gene: Oyvlg 
(Fabioux et al., 2004b) 

GenBank: AY423380.1 

Forward 
Reverse 

AAATGGATTTCCAACCACCA 
TGCCACCGATGTAGCAATTA 

60 115 
63.8 
63.9 

23.45 82 2.064 

Transforming growth factor β-like:  
ogTGFβ-like 

(Fleury et al., 2008) 
GenBank: CK172362 EF563990.1  

Forward 
Reverse 

TTGGACATCAGGGAAATTCTG 
CCAAACGAAACGACAGGAAC 

60 93 
63.7 
64.3 

23.81 81 2.071 

Forkhead box l2: Cg-Foxl2 
(Naimi et al., 2009) 

GenBank: FJ768956.1 

Forward 
Reverse 

AATATCAGGGATGGGCACAA 
GTCCTTGGGTGCAGGAACTA 

60 102 
62 
58 

28.55 83 1.992 
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6.7.3. Validación de genes de referencia para el análisis en muestras de gónada de 

diferentes sexos y estadios 

La selección de los genes de referencia (β-actina, ef2α, gapdh, 18S y 28S; Tabla II) se llevó 

a cabo evaluando la estabilidad en su expresión. La expresión se examinó en ADNc (1/10) 

de ostiones con las diversas condiciones (madurez gonádica, sexo y temperatura) ( 

Tabla III). Los Cq promedio obtenidos fueron utilizados para calcular la estabilidad en la 

expresión de cada gen de referencia candidato usando los programas geNorm y 

NormFinder. El valor utilizado en geNorm fue una transformación de los valores de Cq en 

cantidades relativas (Q) con un nivel de expresión máximo de 1 (geNorm manual, 2008):  

Q= EdeltaCq 

Q= E(minCq-sampleCq) 

Donde: 

Q: cantidad de la muestra relativa a la muestra con mayor expresión. 

E: eficiencia de amplificación (2=100%). 

minCq: menor valor de Cq= valor de Cq de la muestra con mayor expresión. 

 

El cálculo de geNorm se basa en el principio de que la tasa de expresión de dos genes 

control internos ideales es idéntica en todas las muestras, a pesar de las condiciones 

experimentales o el tipo de células. Por lo tanto, la variación de la tasa de expresión de dos 

genes de referencia refleja el hecho de que uno de estos genes no es expresado 

constantemente, con un incremento de la tasa de variación correspondiente al decremento 

en la estabilidad de expresión (Vandesompele et al., 2002). Además, geNorm calcula el 

valor V que indica el número de genes que se deben de utilizar para normalizar. 

Vandesopele et al. (2002) proponen el valor de 0.15 debajo del cual no es requerido 

adicionar genes de referencia. Un valor elevado de V después de incluir un gen candidato al 

análisis indica un efecto negativo en el factor de normalización y por lo tanto debe ser 

excluido del conjunto. Sin embargo, si la adición de un gen candidato resulta en un valor V 

reducido este gen debe de considerarse en la normalización. 
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NormFinder utiliza un modelo que analiza las varianzas en los datos de expresión lo cual 

permitió hacer una evaluación entre-grupos e intra-grupos (grupos = condiciones de este 

estudio, como temperatura, estadio, sexo, cruza) más robusta en caso de genes co-

expresados ya que se evalúa la estabilidad de cada gen independientemente de otros genes. 

Para este análisis se usó el logaritmo natural de los Cq promedio por individuo o muestra 

(Andersen et al., 2004). 

Finalmente, también se utilizó el programa Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004), que es otra 

herramienta que determina el gen de referencia “óptimo” utilizando un análisis de 

correlación pareada de los genes candidatos (Pfaffl et al., 2004). BestKeeper estima la 

correlación del nivel de expresión entre todos los posibles candidatos. Los genes altamente 

correlacionados son combinados en un índice. Después de calcularse la correlación pareada 

entre cada candidato y el índice, se explica la relación entre el índice y la contribución del 

gen candidato.  

Debido a inconsistencias en los resultados obtenidos con los análisis en los programas antes 

mencionados, se realizó un análisis de varianza para establecer si existían diferencias en 

estabilidad de la expresión (fue usada la cantidad relativa Q mencionada previamente) entre 

cruzas, temperaturas, sexos y estadios para cada uno de los genes de referencia siendo 

evaluados. Se utilizó el valor F (Fisher) como una relación de la variación dentro y entre 

grupos. De tal manera que un valor bajo de F indica una variación reducida entre grupos 

(Kortner et al., 2011). 

Para seleccionar los genes de referencia a utilizar en normalizar la expresión del gen vtg se 

realizaron amplificaciones por qPCR separadamente, utilizando ostiones en estadio de 

indiferenciados y hembras en estadios 1 y 3, obtenidos de los ostiones experimentales 

sometidos a las temperaturas de 19-23°C y 27-31°C. Como se mencionó previamente, en 

estos análisis se empleó un intercalante diferente (SYBER) al de los demás genes blanco en 

las reacciones tanto en la evaluación de las eficiencias de los oligonucleótidos así como en 

el análisis de expresión. 
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Tabla III. Número de muestras utilizadas para evaluar la estabilidad en la expresión de los posibles 
genes de referencia.  

 SEXO 

 INDIFERENCIADO MACHO HEMBRA 

Temperaturas 19-23 °C 27-31°C 19-23 °C 27-31°C 19-23 °C 27-31°C 

E
S

T
A

D
IO

S 0 5 2     

1   2  4 4 

3   5 6 4 5 

5   4  4  

 

 

6.7.4. Análisis de expresión del gene vtg. 

Debido a que se ha observado que el contenido de la proteína VTG incrementa en la gónada 

a partir de hembras previtelogénicas hasta vitelogénicas (Arcos et al., 2009), en el presente 

estudio se evaluó la expresión del gen vtg tanto en hembras en estadio I de desarrollo 

gonádico (solamente encontradas en la temperatura de 19°C) como en hembras en estadio 

III (encontradas en la temperatura de 31°C) de ambas cruzas [ (F1(CH:EU) x AU) y (EU x 

F1(CH:AU)) ]. Además, fueron incluidos organismos indiferenciados para poder comparar su 

expresión. 

 

6.7.5. Análisis de expresión de los genes OyVlg, Cg-Foxl2 y og-TGFβ-like. 

La expresión de los genes OyVlg, Cg-Foxl2 y og-TGFβ-like se analizó en ostiones 

indiferenciados, machos (estadios III y IV) y hembras (estadios I y III) de ambas cruzas 

correspondientes a la misma temperatura (Tabla IV). 

Debido a que no todos los estadios de desarrollo o sexos fueron encontrados en ostiones a 

las diferentes temperaturas evaluadas, el efecto de la temperatura en la expresión de estos 

genes no pudo ser analizado. 
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Tabla IV. Número de individuos por sexo y temperatura experimental de la que fueron tomados 
para ser analizados en su expresión de los genes OyVlg, og-TGFβ-like y Cg-Foxl2. 

  Sexos: Indiferenciados Hembras Machos 

Cruzas Temperatura Estadios: 0 1 3 3 4 

F1(CH:EU) x AU 
19°C   5    
27°C      9 
31°C    15 14  

EU x F1(CH:AU) 
19°C   17    
27°C      12 
31°C    14 17  

 

Resumen: 

 Indiferenciados Hembras Machos 
Estadio 0 1 3 3 4 

F1(CH:EU) x AU 9 5 15 14 9 
EU x F1(CH:AU) 15 17 14 17 12 

 

 

Se estimó el valor de expresión relativa por medio del programa qBasePLUS, v2.0 

(Biogazelle, Bélgica). Este programa estima las cantidades relativas de expresión génica 

normalizada (NRQs: Normalized relative quantities) utilizando un modelo que toma en 

cuenta el o los genes de referencia seleccionados por su estabilidad para normalizar genes 

blanco (Hellemans et al., 2007). La ecuación de normalización utilizada es:  

 

Donde: 

RQ: cuantificación relativa (RQ=EΔCq). 

NF: factor de normalización (    ) 
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Adicionalmente, este programa permite incluir un calibrador entre placas evaluadas con 

fines de corregir la variación entre las mismas. El calibrador utilizado consistió en un pool 

de ADNc (1/10) amplificado simultáneamente con cada uno de los genes de referencia y 

genes blanco. De tal forma que al final se obtiene un NRQ calibrado (CNRQ) (Hellemans 

et al., 2007): 

 

NRQ: cantidad relativa de expresión génica normalizada. 

CF: factor de calibración ( ). 

6.8. Análisis estadísticos. 

En todos los análisis descritos a continuación se empleó el programa STATISTICA versión 

6.0 evaluando primero la normalidad de los datos (longitud de la concha, peso total, peso 

de biomasa e índice de condición) usando la prueba Kolmogorov-Smirnov y comprobando 

la homocedasticidad, para lo cual se utilizó la prueba de Cochran (Daniel, 2005). 

6.8.1. Análisis de variables morfométricas. 

Las diferencias en variables morfométricos entre cruzas experimentales y temperaturas 

fueron evaluadas con un análisis de varianza de efectos fijos (cruzas experimental y 

temperatura, así como su interacción), utilizando como covariable en el análisis el estadio 

de desarrollo gonádico de cada individuo. 

Las medias fueron analizadas para establecer si existían diferencias significativas utilizando 

la prueba a posteriori de Tukey. En todos los casos se empleó una significancia estadística 

de P<0.05. 

6.8.2. Análisis del estadio de desarrollo gonádico. 

Para establecer si existían diferencias en el estadio de desarrollo gonádico entre grupos 

experimentales (cruzas de tres vías) y temperaturas se realizó un análisis de varianza 

utilizando un modelo lineal generalizado (GLZ ’generalized linear model’). Se asignó un 
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valor numérico para cada individuo dependiendo de su estadio de desarrollo gonádico: 1 = 

indiferenciados (en reposo sexual); 2 = gametogénesis temprana; 3 = gametogénesis tardía; 

4 = madurez gonádica; 5 = desove; y 6 = reabsorción. Se asumió una distribución Poisson. 

6.8.3. Análisis de las proporciones de sexos. 

Para conocer si existían diferencias en los sexos observados entre cruzas experimentales así 

como entre las temperaturas a que fueron sometidos se utilizó un modelo log-linear.  

6.8.4. Análisis del esfuerzo reproductivo, del diámetro y número de ovocitos, del índice 

de madurez gonádica y de la biomasa de gónada. 

A partir del porcentaje de área gonadal obtenido, se obtuvo la frecuencia (p) como 

%gónada/100 y se calculó el arcoseno de √p (Sokal y Rohlf, 1981). A partir de esta 

transformación se evaluó el esfuerzo reproductivo entre cruzas y temperaturas utilizando un 

análisis de varianza de efectos fijos. Debido a que el número de organismos fue variable 

entre cruzas y/o temperaturas, estos análisis fueron realizados ponderando. Se utilizó la 

varianza estimada de cada cruza en cada temperatura, obteniendo el valor de ponderación a 

partir de la relación siguiente: 1/σ2 (Neter et al., 1985). 

Para evaluar las diferencias en tipo de ovocitos e índice MO se realizó un análisis de 

varianza de efectos fijos (cruza y temperatura, además de la interacción). De igual forma se 

utilizó la varianza estimada de cada cruza y temperatura para ponderar con la fórmula: 1/σ2 

(Neter et al., 1985). Finalmente las medias del tipo de ovocitos e índice MO se evaluaron 

con la prueba a posteriori de Fisher. La significancia estadística utilizada fue P<0.05. 

La biomasa de gónada se analizó por medio de un análisis de varianza de efectos fijos 

(cruza, temperatura e interacción y al igual que para los cálculos previos se utilizó la 

varianza estimada de cada cruza y temperatura para ponderar con la fórmula: 1/σ2 (Neter et 

al., 1985). 

6.8.5. Análisis de la expresión génica. 

Este análisis se realizó para cada uno de los genes blanco evaluados, Cg-Foxl2, OyVlg, og-

TGF-β y vtg, y entre estadios de desarrollo gonádico y sexos. Al igual que con los análisis 

antes descritos, se utilizó 1/σ2 como factor de ponderación en los análisis (Neter et al., 
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1985). Las medias en expresión génica fueron evaluadas utilizando la prueba a posteriori 

de Fisher. Para todos los casos se utilizó una significancia estadística de P<0.05.  
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7. RESULTADOS 

 

En el análisis preliminar de los grupos se encontró que no se presentaron diferencias 

significativas en las variables biométricas entre las cruzas de tres vías recíprocas F1(EU/CH) x 

AU y F1(CH/EU) x AU, así como tampoco entre las cruzas de tres vías recíprocas EU x 

F1(AU/CH) y EU x F1(CH/AU). (Fig. 15; Tabla V). 

Debido a que no se encontraron diferencias significativas entre esos grupos recíprocos los 

grupos finalmente analizados se designaron como dos cruzas en tres vías: (1) F1(CH:EU) x 

AU, y (2) EU x F1(CH:AU), en donde el sufijo indica la agrupación de las cruzas recíprocas 

dentro de esa F1. 

 

 

Figura 15. Medias significativas en variables biométricas de cruzas de C. gigas traídas de Laguna 
San Ignacio. (A) Longitud de la concha; (B) peso total; (C) biomasa.  

 

 

 

 

  F1(EU/CH) x AU   F1(CH/EU) x AU   EU x F1(AU/CH)   EU x F1(CH/AU)

F1(CH:EU) x AU EU x F1(CH:AU)

Cruza

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

4.8

5.0

5.2

5.4

5.6

L
o

n
g

itu
d

 (
cm

)

F1(CH:EU) x AU EU x F1(CH:AU)

Cruza

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

P
e

so
 to

ta
l (

g
)

F1(CH:EU) x AU EU x F1(CH:AU)

Cruza

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2

2.4

2.6

2.8

3.0

B
io

m
a

sa
 (

g
)

ab 
a 

b 

ab 
ab 

a 

b 

ab 

A B 

C



50 
 

 
 

Tabla V. Valores de significancia (P) encontrados en el análisis de varianza evaluando diferencias 
en caracteres morfométricos entre cruzas de C. gigas traídas de Laguna San Ignacio.  

 Valor de P 
 Longitud Peso total Biomasa 

Grupos 0.002* 0.003* 0.008* 
Cruza (Grupos) 0.34 0.19 0.72 

* Indica significancia al nivel establecido (P<0.05). 

 

7.1 Variables morfométricas 

La evaluación de características morfométricas al concluir los 31 días de tratamiento en 

diferentes temperaturas se encontró que la longitud, el peso total, y la biomasa presentaron 

diferencias estadísticas entre las cruzas de tres vías y entre temperaturas, así como también 

se observó una interacción significante entre los dos efectos principales (Tabla VI). La 

covariable estadio, fue significante únicamente en el caso de la biomasa.  

 

Tabla VI. Valores de significancia (P) encontrados en el análisis de varianza evaluando diferencias 
en caracteres morfométricos entre cruzas de C. gigas mantenidas por 31 días a diferentes 
temperaturas.  

  Valor de P 

Característica 
Efectos 

Grados 
de 

libertad 
Longitud Peso Biomasa IC 

Estadio 1 0.6176 0.7754 0.0000* 0.0000* 
Temperatura 3 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 
Cruza 1 0.0000* 0.0000* 0.0002* 0.9102 
Temperatura x Cruza 3 0.0000* 0.0000* 0.0164* 0.0000* 
* Indica significancia al nivel establecido (P<0.05). 
 
 
El índice de condición no presentó diferencias estadísticas entre las cruzas de tres vías, pero 

si se observó una interacción entre temperaturas y cruzas (Tabla VI). Al igual que con la 

biomasa, la covariable estadio fue significativa.  

El análisis de medias indicó que la longitud promedio fue mayor en la cruza-3-vías 

F1(CH:EU) x AU, con 4.68 cm, mientras que la cruza EU x F1(CH:AU) tuvo 4.30 cm (Fig. 16A). 

La cruza F1(CH:EU) x AU también presentó el mayor peso total promedio (10.22 g) y 
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biomasa (2.06 g) en contraste con EU x F1(CH:AU) (peso total de 8.63 g y biomasa de 1.65 g) 

(Fig. 16B, C). 

 

 

Figura 16. Medias significativas en variables biométricas de cruzas de C. gigas. (A) Longitud de la 
concha; (B) peso total; (C) biomasa. 

 

 

En cuanto a las diferencias en variables biométricas entre temperaturas, se encontró que la 

mayor longitud y peso total promedio se alcanzaron en los organismos sometidos a una 

temperatura de 23°C (4.84 cm; 11.16 g), y los valores promedios más bajos en el caso de 

longitud de concha se obtuvieron en organismos sometidos a 27°C y 31°C (Fig. 17A y B). 

Sin embargo, en peso total, los organismos sometidos a 19°, 27° y 31° C no difirieron 

significativamente. En cuanto a la biomasa e índice de condición (IC), se observó un 

decremento progresivo conforme se mantuvo a los organismos a mayores temperaturas 

(Fig. 17C, D), con el promedio más elevado para ambos, biomasa e índice de condición 

observado en 19°C (2.25 g; 0.28 IC), ambos de los cuales decrecieron significativamente a 
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partir de la temperatura de 23°C (1.90 g; 0.22 IC), pero ya no difirieron estadísticamente de 

este último en las temperaturas de 27º (1.68 g; 0.21 IC) y 31°C (1.63 g; 0.19 IC). 

 

 
Figura 17. Medias de crecimiento en C. gigas crecidos en diferentes temperaturas. (A) Longitud de 

la concha; (B) peso total; (C) biomasa; (D) índice de condición (IC). 

 
 

Al comparar las medias de las cruzas en las diferentes temperaturas con fines de entender 

las causas de la interacción entre grupos y temperaturas se encontró que en el caso de la 

longitud de concha (Fig. 18A), F1(CH:EU) x AU presentó la mayor longitud a los 19°C (5.05 

cm), pero una menor longitud fue observada a partir de la evaluación a 23°C, la cual 

alcanzó diferencias significativas a la temperatura de 27°C. La cruza EU x F1(CH:AU) 

presentó la mayor longitud de concha en la temperatura de 23°C (4.93 cm), y no se 

encontró diferencia en la longitud de concha a los 19°C, 27°C y 31°C. Este mismo patrón 

fue observado en peso total para esta ultima cruza, EU x F1(CH:AU) (Fig. 18B), pero no para 

la cruza F1(CH:EU) x AU, la cual no presentó diferencias en peso total entre las diferentes 

temperaturas evaluadas. 
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En el caso de la biomasa, la interacción entre cruzas y temperaturas fue causada por las 

diferencias en biomasa presentadas por la cruza F1(CH:EU) x AU entre las temperaturas 

evaluadas: la biomasa decreció significativamente de un máximo de 2.64 g a 19°C a un 

mínimo de 1.64 g y 1.84 g a 27°C y 31°C, respectivamente (Fig. 18C). Por otro lado, la 

biomasa de la cruza EU x F1(CH:AU), la cual es significativamente menor que la de la cruza 

F1(CH:EU) x AU a 19° y 23°C, solo mostro una tendencia a disminuir a mayores temperaturas 

pero no alcanzó diferencias significativas entre las temperaturas evaluadas.  

El mayor índice de condición se observó a los 19°C en ambas cruzas, pero este disminuyó a 

23°C significativamente solo para la cruza EU x F1(CH:AU), manteniéndose igual en la cruza 

F1(CH:EU) x AU. En esta última cruza, el índice de condición disminuyó significativamente a 

partir de los 27°C (Fig. 18D). 

 
Figura 18. Crecimiento en longitud (A), peso total (B), biomasa (C) e IC (D) en  F1(CH:EU) x AU y 

 EU x F1(CH:AU) de C. gigas crecidas en diferentes temperaturas.  
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7.2 Desarrollo de gónada y sexos. 

7.2.1. Análisis cualitativo de estadios de desarrollo gonádico. 

En la Fig. 19 se aprecia que el porcentaje de ostiones en estadio III incrementó en ambas 

cruzas al aumentar la temperatura, en los tratamientos de 19°C, 23°C, 27°C y 31°C la cruza 

F1(CH:EU) x AU tuvo un 23%, 31%, 53% y 75% respectivamente, mientras el porcentaje para 

la cruza EU x F1(CH:AU) fue 6.8%, 18%, 51% y 75%. Para los primeros estadios de 

desarrollo se observa una disminución del porcentaje en las temperaturas altas (27°C y 

31°C). El estadio II en la cruza F1(CH:EU) x AU se observa en un 4%, 3%, 2% y 2% en los 

tratamientos de temperatura, y en EU x F1(CH:AU) sólo se observa un 3% a 19°C. 

 
 

 
Figura 19. Porcentaje de estadios de desarrollo gonádico por cruza en cada temperatura: (A) 

F1(CH:EU) x AU; (B) EU x F1(CH:AU). 
 
 
El porcentaje de hembras en estadio III de desarrollo gonádico en las temperaturas de 19°C, 

23°C, 27°C y 31°C corresponden a 11%, 14%, 37% y 34% en la cruza F1(CH:EU) x AU; y 

2%, 4%, 37% y 32% para la cruza EU x F1(CH:AU). Por su parte en las mismas temperaturas 

los macho en estadio III tienen un porcentaje de 13%, 17%, 17% y 41% en la cruza 

F1(CH:EU) x AU; y en la cruza EU x F1(CH:AU)  (Fig. 20). Es posible observar que en cada 

temperatura (19°C, 23°C, 27°C y 31°C) hay una mayor proporción de ostiones machos 

desovados V (7%, 3%, 20% y 15% en F1(CH:EU) x AU; y 3%, 7%, 30% y 18% en EU x 

F1(CH:AU)) que de hembras (5%, 3%, 5% y 2% en F1(CH:EU) x AU; y 2%, 2%, 5% y 0% en 

EU x F1(CH:AU)) (Fig. 20). 
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Figura 20. Porcentaje de estadios de desarrollo gonádico por cruza (A) F1(CH:EU) x AU; (B) EU x 
F1(CH:AU)) en cada temperatura en cada sexo: Indiferenciados (I); machos (M); hembras (F); 
y hermafroditas (H). 
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Estadio:   I     II             III 

 

 
Figura 21. Estadios de desarrollo gonádico en C. gigas. A: Indiferenciados (barra=100μm); I: gametogénesis temprana, II: gametogénesis 

tardía, III: madurez y B: hermafrodita (barra= 50μm). TC: tejido conectivo; F: folículo; GD: glándula digestiva; N: núcleo; OG: 
ovogonia; OP: ovocito previtelogénico; OV: ovocito vitelogénico; OM: ovocito maduro; EG: espermatogonia; EC: espermatocito; 
ED: espermátida; EZ: espermatozoide; L: lumen. Indiferenciado: A; Machos: C, E, G; Hembras: B, D, F; Hermafrodita: H. 
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7.2.2. Análisis cuantitativo de estadios de desarrollo gonádico. 

El ANOVA-GLZ para evaluar el efecto de cruza y temperaturas sobre el estadio de 

desarrollo gonádico indicó efectos significativos en cruza, temperatura y la interacci. Se 

observó que F1(CH:EU) x AU se encontró en promedio en el estadio 3.75 mientras que EU x 

F1(CH:AU) estuvo en 3.39 (Fig. 22) con diferencias estadísticamente significativas (Tabla 

VII). Al considerar el efecto de la temperatura en el desarrollo gonádico se encontró que 

esta tiene un efecto directo significante (Tabla VII), observándose que al aumentar la 

temperatura los ostiones presentaron un estadio de desarrollo gonádico más avanzado (Fig. 

23). 

 

Tabla VII. Análisis de varianza con el modelo linear generalizado (GLZ) evaluando el efecto de la 
cruza y temperatura, así como la interacción entre estos (con biomasa como covariable) sobre los 
estadios de desarrollo gonádico de C. gigas. 

Efectos 
Grados de 

libertad 
Estadio 

Biomasa 1 0.0000* 
Temperatura 3 0.0000* 
Cruza 1 0.0027* 
Temperatura x Cruza 3 0.0019* 

     * Indica significancia al nivel establecido (P<0.05). 
 

 

 
Figura 22. Estadios de desarrollo gonádico promediado en ambas cruzas de C. gigas.  
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El incremento en el desarrollo gonádico (Fig. 24) se presenta para ambas cruzas a las 

temperaturas de 27°C y 31°C (4.22 y 4.18), mismas temperaturas en las que se observaron 

los valores más bajos de peso total e IC promedio. En las temperaturas bajas, de 19°C y 

23°C, se observó mayor IC promedio y el desarrollo gonádico fue inferior (2.7 a 3.2) 

comparado con las dos mayores temperaturas. 

 
 

Figura 23. Estadios de desarrollo gonádico promediado en diferentes temperaturas a las que se 
sometió a C. gigas. 

 
 
En las temperaturas bajas (19°C y 23°C) la cruza F1(CH:EU) x AU tuvo mayor desarrollo 

gonádico, con estadios promedio de 2.98 en 19°C y 3.79 en 23°C comparado con la cruza 

EU x F1(CH:AU), la cual a 19°C tuvo un promedio de 2.53 y a 23°C de 2.70. Sólo en la 

temperatura de 23°C se presentaron diferencias significativas entre las cruzas (P<0.05). Por 

otra parte, a temperaturas elevadas (27°C y 31°C) en ambas cruzas se encontró un 

incremento en el estadio de desarrollo sin diferencias estadísticas. En la cruza F1(CH:EU) x 

AU se observó el mayor estadio de desarrollo a los 27°C (4.29) y una posterior disminución 

en 31°C (4.07), mientras que en la cruza EU x F1(CH:AU) el incremento del estadio de 

desarrollo gonádico fue constante hasta (4.3) (Fig. 24). 
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Figura 24. Estadio de desarrollo gonádico promediado en cruzas de C. gigas sometidas a diferentes 

temperaturas.  
 

 

7.2.3. Frecuencias de sexos en las cruzas de C. gigas. 

En cuanto a las proporciones de sexos, se observó una disminución de organismos 

indiferenciados y hermafroditas al incrementar la temperatura (Fig. 25), y un aumento en 

los ostiones machos y hembras, siendo mayor el porcentaje de machos a 31°C (60%). 

 

 
Figura 25. Frecuencia de sexos encontrados en C. gigas bajo las temperatura de cultivo. 

F=hembras; M= machos; H= hermafroditas; I= indiferenciados. 
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Se observa el mismo porcentaje de machos en ambas cruzas (37%), mientras que hay mas 

hembras en F1(CH:EU) x AU (42%) comparado con EU x F1(CH:AU) (38%). Los hermafroditas 

son más frecuentes en F1(CH:EU) x AU (9%) mientras que los indiferenciados son más 

abundantes en EU x F1(CH:AU) (21%) (Fig. 26). 

 

 

Figura 26. Frecuencia de sexos encontrados en los grupos de C. gigas evaluados. F=hembras; M= 
machos; H= hermafroditas; I= indiferenciados. 

 

 

Figura 27. Porcentaje de sexos (hembra: rojo; macho: azul; hermafrodita: morado; indiferenciado: 
verde) por cruza: (A) F1(CH:EU) x AU; (B) EU x F1(CH:AU).  

0

20

40

60

80

100

F1(CH:EU) x AU EU x F1(CH:AU)

%

F

M

H

I

0

20

40

60

80

100

19°C 23°C 27°C 31°C

%

0

20

40

60

80

100

19°C 23°C 27°C 31°C

A B



61 
 

 
 

La cruza F1(CH:EU) x AU presentó hermafroditas en todas las temperaturas (13% en 19°C; 

16% en 23°C, 7% en 27°C y 2% en 31°C) mientras que la cruza EU x F1(CH:AU) sólo 

presentó 14% de hermafroditas en 19°C y 4% en 23°C. El porcentaje de machos 

incrementó en ambas cruzas consistentemente con el incremento de las temperaturas en los 

tratamientos a 19°C, 23°C, 27°C y 31°C; para la cruza F1(CH:EU) x AU se observó un 

porcentaje de 23%, 28%, 38% y 58% respectivamente, mientras que en la cruza EU x 

F1(CH:AU) fue de 10%, 25%, 49% y 62% respectivamente (Fig. 27). Por su parte la 

proporción de ostiones hembras varió en las diferentes temperaturas, presentando 

porcentajes de 41%, 36%, 50% y 39% en la cruza F1(CH:EU) x AU, y de 44%, 24%, 47% y 

37% en la cruza EU x F1(CH:AU). 

 

7.2.4. Índice de área gonadal, número y área de ovocitos, e índice de madurez ovárica. 

El índice de área gonadal se analizó a través del área de cobertura gonadal estimada. En el 

análisis de variancia se evaluó el efecto de la cruza y temperatura sobre el área de tejido 

gonadal observado en hembras y machos en estadio 3 y 4 de C. gigas (Tabla VIII). 

 

Tabla VIII. Análisis de varianza evaluando el efecto de la cruza y temperatura, así como la 
interacción entre estos sobre el índice de área gonadal de C. gigas. 

Efectos Grados de 
libertad 

Cuadrados 
medios (MS) P 

Cruza 1 2.74 0.10 
Temperatura 3 0.99 0.39 
Temperatura x Cruza 3 0.94 0.42 

  * Indica significancia al nivel establecido (P<0.05) 

 

Se observó una mayor área relativa de tejido gonadal en la cruza F1(CH:EU) x AU (0.59) 

mientras que en la cruza EU x F1(CH:AU) fue menor (0.52) (Fig.28). Sin embargo, el factor 

cruza no tuvo un efecto significativo en el desarrollo del área gonadal (Tabla VII). En la 

Figura 29 se observa que el área relativa de tejido gonadal tiende a aumentar con el 

incremento de temperatura, sin embargo, al igual que con las cruzas, estas diferencias no 

son significativas (Tabla VIII). 
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Figura 28. Área de cobertura gonadal promedio en las cruzas F1(CH:EU) x AU y EU x F1(CH:AU) de C. 

gigas. Los valores se expresan en Arcoseno.  
 

 
Figura 29. Área de cobertura gonadal promedio de C. gigas sometido a diferentes temperaturas. 

Los valores se expresan en Arcoseno.  
 
 
En las cruzas sometidas a las diferentes temperaturas se observó que en F1(CH:EU) x AU el 

área de tejido gonadal fue constante (de 0.59 en 19°, 23° y 27°C, y de 0.6 en 31°C) sin 

presentar diferencias estadísticamente significativas en ninguna temperatura. Mientras que 

el área relativa de tejido gonadal en EU x F1(CH:AU) fue incrementando de la temperatura de 

19°C (0.41), 23°C (0.53), a las de 27°C (0.58) y 31°C (0.56) (Fig. 30). 
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Figura 30. Área de cobertura gonadal de cada cruza de C. gigas sometidas a diferentes 

temperaturas. Los valores se expresan en Arcoseno, y las líneas con desviaciones 
representan los intervalos de confianza de cada media. 

 
 

Al analizar el número de cada tipo de ovocito entre hembras en estadio III de desarrollo 

para las cruzas e independientemente a cada una de las temperaturas de 27°C y de 31°C se 

encontró que a 27°C el número de ovocitos varío dependiendo del tipo de ovocito y la 

cruza, así como la interacción entre cruzas y tipo de ovocitos presentó un efecto 

significativo sobre en el número de ovocitos (P<0.05). En la Figura 31 se puede apreciar 

que a 27°C se presentó un reducido número de ovocitos previtelogénicos sin importar la 

cruza (0.15 en F1(CH:EU) x AU y 0.17 en EU x F1(CH:AU)). Por su parte el número de ovocitos 

vitelogénicos fue significativamente más abundante (2.77 en F1(CH:EU) x AU y 2.18 en EU x 

F1(CH:AU)) que los previtelogénicos, pero no difirió entre cruzas. La mayor abundancia, con 

diferencias significativas, se encontró para los ovocitos post-vitelogénicos, con 8.78 en EU 

x F1(CH:AU) y 6.36 en F1(CH:EU) x AU, observándose en este caso también diferencias 

significativas entre cruzas. El número de ovocitos degenerativos fue similar (1.76 en 

F1(CH:EU) x AU y 1.39 en EU x F1(CH:AU)) al de los vitelogénicos para ambas cruzas (Fig. 

31). 
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Figura 31. Número de cada tipo de ovocitos de las cruzas de C. gigas sometidos a 27°C. pv: 

ovocitos previtelogénicos; vit: ovocitos vitelogénicos; ptv: ovocitos post-vitelogénicos; dg: 
ovocitos degenerativos. Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para 
cada media. 

 
 

En cuanto al número de ovocitos de C. gigas sometidos a 31°C, sólo el tipo de ovocitos 

tuvo un efecto significativo en el número de ovocitos (P<0.05), no encontrándose 

diferencias significativas entre cruzas. Se observa que el mayor número de ovocitos fue del 

tipo de post-vitelogénicos (10.77 en F1(CH:EU) x AU y 9.86 en EU x F1(CH:AU)), que fue 

significativamente mayor en el número de ovocitos vitelogénicos (2.17 en F1(CH:EU) x AU y 

3.46 en EU x F1(CH:AU)), así como de los ovocitos degenerativos (1.73 en F1(CH:EU) x AU y 

1.06 en EU x F1(CH:AU)) y de los ovocitos previtelogénicos (0.20 en F1(CH:EU) x AU y 0.13 

en EU x F1(CH:AU)) (Fig. 32). 
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Figura 32. Número de cada tipo de ovocitos de las cruzas de C. gigas sometidos a 31°C. pv: 

ovocitos previtelogénicos; vit: ovocitos vitelogénicos; ptv: ovocitos post-vitelogénicos; dg: 
ovocitos degenerativos. Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para 
cada media. 

 
En los resultados referentes al área ocupada por los ovocitos de cada tipo en hembras en 

estadio tres de desarrollo gonádico se encontró que a la temperatura de 27°C (Fig. 33) el 

área ocupada por cada tipo de ovocito y la interacción de tipo de ovocito observado en cada 

cruza fueron diferentes (P<0.05). La mayor área se observó para la cruza EU x F1(CH:AU) en 

ovocitos post-vitelogénicos (ptv) con una media de 8,859 µm2 siendo significantemente 

diferente del área estimada para la cruza F1(CH:EU) x AU, 6,392 µm2. Los ovocitos pre-

vitelogénicos, con un área de 16.78 µm2 en F1(CH:EU) x AU y de 20.5 µm2 en EU x 

F1(CH:AU), no mostraron diferencias significativas entre cruzas, pero mostraron la menor 

área entre tipos de ovocitos, siendo significantemente diferente del área de los ovocitos 

post-vitelogénicos y de los degenerativos, pero no de los vitelogénicos. El área ocupada por 

los ovocitos vitelogénicos (1,211 µm2 en F1(CH:EU) x AU y 984 µm2 en EU x F1(CH:AU)), así 

como por los ovocitos degenerativos (2,736 µm2 en F1(CH:EU) x AU y 2,063 µm2 en EU x 

F1(CH:AU)) tampoco mostraron diferencias entre las cruzas evaluadas, aunque el área de los 

ovocitos degenerativos fue mayor que el área de los ovocitos vitelogénicos.  
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Figura 33. Área de cobertura por tipo de ovocito en ostiones C.gigas sometidos a 27°C. pv: 

ovocitos previtelogénicos; vit: ovocitos vitelogénicos; ptv: ovocitos postvitelogénicos; dg: 
ovocitos degenerativos. Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para 
cada media. 

 

En el caso de las hembras sometidas a 31°C, se observó que sólo el tipo de ovocitos tiene 

un efecto sobre el área de cobertura de los ovocitos (P<0.05). En la Figura 34 se observa 

que no existen diferencias estadísticas entre las cruzas en área para ninguno de los tipos de 

ovocitos. Por otro lado, los ovocitos previtelogénicos tiene la menor área (22.12 µm2 en 

F1(CH:EU) x AU y 13.0 µm2 en EU x F1(CH:AU)); mientras que los ovocitos post-vitelogénicos 

tienen estadísticamente la mayor área (10,670 µm2 en F1(CH:EU) x AU y 9,772 µm2 en EU x 

F1(CH:AU)). 

El análisis del índice de madurez ovárica (MO) indicó que sólo la temperatura tuvo un 

efecto significativo en este índice (P<0.05), mientras que la cruza o la interacción entre 

cruza y temperatura no fueron significativas (P=0.44 y P=0.09 respectivamente). Como se 

puede observar en la Figura 35, la cruza F1(CH:EU) x AU mostró un índice MO de 7,619 µm2 

y la cruza EU x F1(CH:AU) de 9,863 µm2 en la temperatura de 27°C sin diferir 

significantemente entre ellas. A 31°C la cruza F1(CH:EU) x AU tuvo un valor 

significantemente mayor que a 27°C, 11,643 µm2, pero no difirió de la cruza EU x 

F1(CH:AU), 10,808 µm2, que también presentó un valor significantemente mayor que a 27°C 

(Fig. 35). 
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Figura 34. Área de cobertura por tipo de ovocito en ostiones C.gigas sometidos a 31°C. pv: 

ovocitos previtelogénicos; vit: ovocitos vitelogénicos; ptv: ovocitos postvitelogénicos; dg: 
ovocitos degenerativos. Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para 
cada media. 

 

 
Figura 35. Índice de madurez ovárica (MO, µm2) en ostiones hembras de C. gigas en temperaturas 

de 27 y 31°C. Las líneas con desviaciones denotan intervalos de confianza para cada media. 
 
 
Al evaluar el índice del área gonadal solamente en F III (Fig. 36) se observó una tendencia 

contraria a la encontrada en el índice de MO ya que el índice del área gonádica presenta 

una tendencia a ser mayor en 27°C en ambas cruzas y disminuye a los 31°C. Se observaron 
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diferencias significativas únicamente en la cruza EU x F1(CH:AU) (P<0.05) (0.65 en 27°C y 

0.42 en 31°C).  

 

 

 

 
Figura 36. Área de cobertura gonadal de F III cada cruza de C. gigas sometidas a 27°C y 31°C. Los 

valores se expresan en Arcoseno, y las líneas con desviaciones representan los intervalos de 
confianza de cada media. 

 
 
 

En la biomasa de gónada se presentaron diferencias significativas entre cruza ni 

temperatura. Ambas cruzas tuvieron una tendencia a mayor biomasa de gónada a 27°C 

(0.70g en F1(CH:EU) x AU y 0.77 g en EU x F1(CH:AU)) comparado con 31°C donde F1(CH:EU) 

x AU presentó 0.49g y EU x F1(CH:AU) 0.27g (Fig. 37).  
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Figura 37. Biomasa de gónada en ostiones hembras maduras de C. gigas en temperaturas de 27°C y 
31°C. 

 
 
 

 

 

7.3. Análisis de expresión génica. 

7.3.1. Estabilidad de los genes de referencia. 

En la Figura 38 se muestra el intervalo de valores de estabilidad (M) de los genes de 

referencia evaluados. El análisis con el programa geNorm indica que los genes 28s y 18s 

son los menos estables en las condiciones del presente estudio, caso opuesto a ef2α y act-β 

que son los más estables tanto en las muestras para evaluar con Cg-Foxl2, Oyvl y og-TGF-β 

(A) así como en las muestras que se evaluarán sólo con vtg (B). Con base en lo anterior, 

para geNorm la mejor combinación de genes de referencia fue los genes ef2α y act-β (Fig. 

38A, B). Por otra parte, es importante hacer notar que 28S y 18S tienen el menor valor 

pareado de 0.766 (A) y 0.756 (B) ( 

Tabla IX), aunque en la gráfica (Fig. 38) estos genes se observan en forma independiente 

como los menos estables. 
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Figura 38. Estabilidad de expresión promedio (M) de los genes de referencia candidatos. A) genes 
para normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β; B) genes para normalizar vtg. 

 
 
 

Tabla IX. Valores pareados del promedio de estabilidad de expresión (M). A) genes para 
normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β; B) genes para normalizar vtg. 

 
 act-β ef2α 28S gapdh 18s 

act-β  1.139 2.425 1.448 2.483 
ef2α 1.139  2.294 1.199 2.227 
28S 2.425 2.294  2.202 0.766 

gapdh 1.144 1.199 2.202  2.251 
18s 2.483 2.227 0.766 2.251  

 
act-β ef2α 28s gapdh 18s 

act-β 1.087 2.568 1.428 2.396 
ef2α 1.087 2.506 1.420 2.250 
28s 2.568 2.506 2.497 0.756 

gapdh 1.428 1.420 2.497 2.397 
18s 2.396 2.250 0.756 2.397

 

 

Además, con geNorm se estimó el número óptimo de genes de referencia a usar mediante el 

cálculo de la variación pareada (V) entre los genes candidatos. Este valor es obtenido por el 

análisis de los cambios en el factor de normalización de la qPCR por la adición sucesiva del 

gen de referencia candidato más estable (Aursnes et al. 2011). En la evaluación de los 

genes para normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β el valor obtenido para V2/3 y V3/4 fue 

de 0.400 y 0.547 (Fig. 22A), mientras que para vtg fue 0.439 y 0.555 (Fig. 39B), este patrón 
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sugiere que el factor de normalización debe de tener por lo menos dos genes de referencia 

ya que al incluir un tercer gen se aumenta el valor de V (Fig. 39).  

En ambos casos el valor de V4/5 fue menor (0.340 y 0.377), lo cual indicaría que la adición 

de un cuarto gen es necesaria para tener un factor de normalización adecuado. Sin embargo, 

la adición de más genes de referencia es impráctica cuando son pocos los genes blancos que 

se van a estudiar y la cantidad de ARN es limitada (Andersen et al., 2004). 

 

 

 
Figura 39. Determinación del número óptimo de genes de referencia para la normalización. A) 

genes para normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β; B) genes para normalizar vtg. 

 
Con NormFinder se calculó el valor de estabilidad de cada gen, en donde gapdh, act-β y 

ef2α tienen mayor estabilidad comparados con 28S y 18S cuyos valores son más elevados 

(Fig. 40). 
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Figura 40. Análisis de estabilidad de expresión génica de los genes candidatos utilizando 
NormFinder. El valor más bajo es otorgado al gen más estable en un conjunto de muestras. 
A) genes para normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β; B) genes para normalizar vtg. 

Por otra parte se usaron los genes más estables calculados por geNorm y NormFinder para 

evaluar la variación entre-grupos en NormFinder. La variación entre-grupos se midió al 

asignar categorías a las muestras (según su temperatura, sexo, estadio de desarrollo 

gonádico y cruza) de tal forma que el gen más estable sería aquel cuyos valores se 

distribuyan más cercanos a cero. El gen con una menor variación entre las cruzas fue act-β, 

entre estadios fue ef2α y entre temperaturas gapdh. En el caso de los estadios todos los 

genes mostraron igual variación (Tabla X). Por otra parte, los resultados de NormFinder 

señalaron que la mejor combinación de genes de referencia para las agrupaciones sexo, 

estadio y temperatura eran act-β y ef2α; pero en el caso de las cruzas eran ef2α y gapdh. 

 

Tabla X. Variación entre-grupos (Normfinder).  

Genes 
Cruza Sexo Estadio Temperatura 

F1(CH:EU) 
x AU 

EU x 
F1(CH:AU) 

I M F 0 1 3 4 
19-

23°C 
27-

31°C 
act-β 0.002 -0.002 -0.017 0.014 0.003 -0.020 -0.011 0.006 0.026 -0.011 0.011 

ef2α 0.006 -0.006 0.016 0.003 -0.018 0.016 -0.006 -0.003 -0.007 0.010 -0.010 

gapdh -0.008 0.008 0.001 -0.016 0.015 0.004 0.017 -0.003 -0.019 0.001 -0.001 

 

A partir del análisis dentro de los grupos en las muestras para vtg se obtuvo que gapdh es el 

gen más estable entre grupos, temperatura, y sexo, mientras que act-β es el mejor gen entre 

estadios. 

A B 
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Por otro lado, en los resultados de Bestkeeper (Tabla XI) se observa que el coeficiente de 

variación y la desviación estándar fueron menores para los genes 28S y 18S, indicando que 

la estabilidad de expresión de estos genes es alta entre muestras y réplicas. Sin embargo, 

act-β, ef2α y gapdh muestran mayores coeficientes de correlación (Tabla XI) lo cual indica 

que la expresión de estos genes candidatos se correlaciona bien uno con otro y con el índice 

de BestKeeper. Al analizar solamente act-β, ef2α y gapdh, la combinación act-β y ef2α 

tienen la mayor correlación (0.942 y 0.952 respectivamente).  

Tabla XI. Análisis de estabilidad de expresión en BestKeeper de los genes de referencia para 
normalizar Cg-FOXL2, Oyvl y og-TGF-β. 

Factor act-β ef2α 28S gapdh 18S 

N 44 44 44 44 44 

MG (Cq) 23.41 22.44 15.40 26.59 12.57 

MA (Cq) 23.51 22.53 15.45 26.68 12.63 

Min (Cq) 20.04 19.12 13.36 22.50 10.33 

Max (Cq) 27.84 25.68 18.15 32.58 16.33 

SD (± Cq) 1.95 1.71 1.04 1.81 1.11 

CV (% Cq) 8.29 7.59 6.76 6.79 8.77 

Min (x-fold) -10.31 -10.04 -4.12 -16.98 -4.73 

Max (x-fold) 21.61 9.40 6.71 63.65 13.58 

SD (± x-fold) 3.86 3.27 2.06 3.51 2.15 

Coeficiente de correlación (R) 0.787 0.765 0.607 0.823 0.634 

Valor p 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 

Abreviaciones: N, número de muestras; Cq, ciclo de cuantificación; MG (Cq), media geométrica del Cq; MA 
(Cq), media aritmética del Cq; Min (Cq), valor mínimo de Cq; Max (Cq), valor máximo de Cq; SD (± Cq), 
desviación estándar del Cq; CV (% Cq), coeficiente de variación expresado en porcentaje; Min (x-fold) y Max 
(x-fold), los valores extremos de los niveles representados como x-fold sobre o sub-regulados del coeficiente 
absoluto; SD (± x-fold), desviación estándar del coeficiente de regulación absoluto. 
 

En el caso del análisis de Bestkeeper para la normalización de vtg se obtuvo que ef2α y 

gapdh tuvieron los menores valores para el coeficiente variación (6.54 y 6.48 

respectivamente) y el mayor coeficiente de correlación (0.64 y 0.73) al igual que act-β 

(0.81) (Tabla XII) por lo que muestran ser los genes de referencia más adecuados para la 

normalización.  
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Tabla XII. Análisis de estabilidad de expresión en BestKeeper de los genes de referencia para 
normalizar vtg. 

Factor act-β ef2α 28S gapdh 18S 

N 21 21 21 21 21 

MG (Cq) 23.41 22.54 15.72 27.21 12.93 

MA (Cq) 23.50 22.61 15.77 27.29 12.98 

Min (Cq) 20.17 19.76 13.52 24.62 11.22 

Max (Cq) 27.63 25.68 18.15 32.58 14.89 

SD (± Cq) 1.79 1.48 1.11 1.77 0.98 

CV (% Cq) 7.64 6.54 7.05 6.48 7.55 

Min (x-fold) -9.41 -6.89 -4.60 -6.05 -3.28 

Max (x-fold) 18.72 8.79 5.39 41.22 3.88 

SD (± x-fold) 3.47 2.79 2.16 3.41 1.97 

Coeficiente de correlación (R) 0.81 0.64 0.49 0.73 0.51 

Valor p 0.001 0.002 0.024 0.001 0.016 

Abreviaciones: N, número de muestras; Cq, ciclo de cuantificación; MG (Cq), media geométrica del Cq; MA 
(Cq), media aritmética del Cq; Min (Cq), valor mínimo de Cq; Max (Cq), valor máximo de Cq; SD (± Cq), 
desviación estándar del Cq; CV (% Cq), coeficiente de variación expresado en porcentaje; Min (x-fold) y Max 
(x-fold), los valores extremos de los niveles representados como x-fold sobre o sub-regulados del coeficiente 
absoluto; SD (± x-fold), desviación estándar del coeficiente de regulación absoluto. 
 

 

De manera adicional, y debido a los diferentes resultados obtenidos con los programas 

previos, se hicieron ANOVAS para descartar diferencias significativas entre grupos de 

muestras, utilizando como variable la cantidad relativa calculada para geNorm. A partir de 

estos estadísticos se corroboró que act-β y 28S no presentaron diferencias estadísticamente 

significativas entre condiciones (cruzas, sexo, estadio de desarrollo y temperatura) además 

de tener valores F bajos, mientras que ef2α mostró diferencias significativas entre 

temperaturas (F=3.22), sexos (F=3.85) y estadios de desarrollo gonádico (F=3.06), por lo 

que fue descartado del análisis (Tabla XIII). 
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Tabla XIII. Análisis de varianza evaluando el efecto de la cruza, temperatura, sexo y estadio sobre 
la expresión relativa de act-β, ef2α y 28S. 

 act-β ef2α 28S 

 gl F P gl F P gl F P 

Cruza 1 0.23 0.62 1 0.08 0.77 1 0.73 0.39

Temperatura 2 1.60 0.20 2 3.22 0.04* 2 0.57 0.56

Sexo 2 1.25 0.29 2 3.85 0.02* 2 2.49 0.08

Estadio 3 1.88 0.13 3 3.06 0.03* 3 0.53 0.65
* Indica significancia al nivel establecido (P<0.05) 

 

Con base en la importancia que se le da al coeficiente de variación (CV) al clasificar los 

genes de acuerdo a su estabilidad total (Kortner et al., 2011), se decidió también utilizar 

28S como gen de referencia en la normalización. Además de que la expresión del gen 28S 

tiene una reducida desviación estándar (Fig. 41). 

En base al consenso de los tres programas de los genes que tuvieron mejores categorías se 

eligió act-β y ef2α y con el fin de confirmar la estabilidad de estos genes se hicieron 

análisis de varianza a partir de los resultados de obtenidos. En la Tabla XIV se aprecia que 

ef2α presenta valores de F elevados, así como diferencias significativas dentro de las 

categorías temperatura, sexo y estadio. 

 

Tabla XIV. Análisis de varianza evaluando el efecto de la cruza, temperatura, sexo y estadio sobre 
la expresión relativa de act- y, ef2α. 

 act-β ef2α 

 gl F P gl F P 

Cruza 1 0.002 0.96 1 1.13 0.28 

Temperatura 1 0.12 0.72 1 6.43 0.01* 

Sexo 1 2.86 0.09 1 6.84 0.01* 

Estadio 2 1.61 0.20 2 4.42 0.015 
 

En la Figura 41 se observa la distribución de los Cq tanto para los genes candidatos o de 

referencia como de los genes blancos. Los genes ribosomales 28Sy 18S tienen un nivel de 

expresión bajo en Cq (mayor expresión), mientras que act-β, ef2α y gapdh tienen un nivel 

de expresión similar a los genes blanco. 
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Figura 41. Medias del Ciclo cuantitativo (Cq) para los genes de referencia y genes blanco 
evaluados en gónada de C. gigas. El valor Cq promedio se muestra como una línea ( ), 

los cuadros indican el error estándar ( ) y el rango abarca la desviación estándar ( ). 
La línea punteada separa los genes de referencia de los genes de blanco. 
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7.3.2. Expresión de los genes Cg-Foxl2, OyVlg, og-TGF-β y vtg. 

 

7.3.2.1. Cuantificación de la expresión relativa del gen Cg-Foxl2 en gónada de ostión 

C. gigas. 

 
En la Figura 42 se observa de manera general un aumento en la expresión del transcrito de 

Cg-Foxl2 conforme avanza el desarrollo gonádico de indiferenciados hacia hembras en 

mayor estadio de desarrollo, de tal forma que este gen presentó una expresión 

significantemente mayor en hembras maduras (en estadio III - F III). La expresión de Cg-

Foxl2 en hembras FIII no difirió entre las cruzas. Por otro lado, mientras que la cruza 

F1(CH:EU) x AU sí mostró una mayor y significantemente diferente expresión que en M III 

(1.242) de su misma cruza, la cruza EU x F1(CH:AU), con una tendencia a menor expresión 

en FIII (4.502) que la cruza F1(CH:EU) x AU (6.651), no mostró diferencias significativas con 

los machos maduros (en estadio III - M III) de la cruza F1(CH:EU) x AU. Los ostiones M IV 

(0.25 y 0.044) tuvieron la menor expresión de Cg-Foxl2 pero no fueron estadísticamente 

diferentes a M III (1.24 y 0.89). En general y a excepción de los indiferenciados, la cruza 

EU x F1(CH:AU) presentó una tendencia a menor expresión de Cg-Foxl2 que la cruza 

F1(CH:EU) x AU. La única otra diferencia significativa fue en la expresión de este gen para la 

cruza EU x F1(CH:AU), entre FI y MIV, observándose una mayor expresión en FI que en 

MIV. 
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Figura 42. Expresión relativa (ER) de Cg-Foxl2 en gónada de C. gigas hembras en estadio uno (F I) y tres (F III), indiferenciados (I) y 

machos en estadio tres (M III) y cuatro (MIV). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada media. 
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Independientemente de los estadios, cuando se contrasta la expresión del ARNm de Cg-

Foxl2 entre sexos en gónada de C. gigas, las hembras mostraron mayores niveles de 

expresión que los machos para cada una de las cruzas evaluadas. En la Figura 43 se observa 

una baja expresión en ostiones indiferenciados (0.516 para la cruza F1(CH:EU) x AU, y 0.559 

para la cruza EU x F1(CH:AU)), así como en machos de ambas cruzas (0.848 para la F1(CH:EU) 

x AU, y 0.594 para la EU x F1(CH:AU)), sin diferencias significativas entre cruzas o los 

organismos indiferenciados y machos. En el caso de las hembras las cruzas si difirieron 

significantemente (P<0.05), con la cruza F1(CH:EU) x AU (5.296) presentando una expresión 

mayor que la cruza EU x F1(CH:AU) (2.093). 

 

 
 
 
 

 
Figura 43. Expresión relativa (ER) de Cg-Foxl2 en gónada de C. gigas indiferenciadas (I), machos 

(M) y hembras (F). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada 
media. 
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7.3.2.2. Cuantificación de la expresión relativa del gen OyVlg en gónada de ostión C. 

gigas. 

Al comparar los estadios de desarrollo gonádico se aprecia una expresión mayor del 

transcrito OyVlg conforme aumenta el desarrollo gonádico tanto para hembras como 

machos. Los niveles de expresión de OyVlg más elevados se presentaron en F III, seguido 

por M IV y M III. Mientras que los niveles de expresión más bajos se registraron en I y F I 

(Fig. 44).  

En la comparación de cruzas, la expresión relativa del transcrito OyVlg fue 

significantemente mayor en hembras en estadio F III de la cruza F1(CH:EU) x AU (6.727) que 

las F III de EU x F1(CH:AU) (3.011) con diferencias estadísticas significativas, pero la 

expresión entre cruzas no difirió para ninguno de los otros estadios y sexos (Fig. 44). Por 

otro lado, el estadio de desarrollo gonádico también presentó un efecto significativo en la 

expresión del gen OyVlg en machos, observándose un aumento en ambas cruzas (F1(CH:EU) 

x AU y EU x F1(CH:AU)) de indiferenciados (0.197 y 0.504) a machos en estadio M III 

(1.162 y 1.188), y a M IV (2.311 y 2.058). 

En el contraste entre hembra y macho en el mismo estadio, se observó que para la cruza 

F1(CH:EU) x AU las hembras FIII presentaron un nivel de expresión (6.727) de OyVlg 

significantemente mayor que los machos MIII (1.162), mientras que en la cruza EU x 

F1(CH:AU) las diferencias entre FIII (3.011) y MIII (1.188) no fueron significativas (Fig. 44). 

En cuanto a la comparación entre sexos para la expresión relativa del transcrito OyVlg en 

cada cruza se observó que los niveles menores de expresión ocurrieron en ostiones 

indiferenciados (0.19 para la cruza F1(CH:EU) x AU, y 0.50 para la cruza EU x F1(CH:AU)), que 

fueron significantemente menores que la expresión observada en los machos (1.62 y 1.55, 

respectivamente). 
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Figura 44. Expresión relativa (ER) de OyVlg en gónada de C. gigas hembras en estadio uno (F I) y tres (F III), indiferenciados (I) y machos 

en estadio tres (M III) y cuatro (MIV). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada media. 
 

E
R

 O
yV

lg
 (

2Δ
C

q ) 



82 
 

 
 

Mientras que no se observaron diferencias significativas entre cruzas para los dos sexos 

anteriores, sí se observaron para las hembras: la cruza F1(CH:EU) x AU tuvo una expresión 

mayor (5.30) que la cruza EU x F1(CH:AU) (1.419). Esta expresión menor en hembras de la 

cruza EU x F1(CH:AU) resultó en que no se presentaran diferencias con la expresión en 

machos o en indiferenciados de la misma cruza (Fig. 45). 

 

 
Figura 45. Expresión relativa (ER) de OyVlg en gónada de C. gigas indiferenciados (I), machos 

(M) y hembras (F). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada 
media. 

 
 

7.3.2.3. Cuantificación de la expresión relativa del gen og-TGF-β en gónada de ostión 

C. gigas. 

En cuanto al gen og-TGF-β, en la Figura 46 se observa una tendencia a aumentar la 

expresión de este transcrito conforme aumenta el estadio de desarrollo gonádico tanto para 

ostiones machos como hembras, sin embargo ni las cruzas ni el estadio de desarrollo 

gonádico tuvieron un efecto significativo en la expresión de este gen. 
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Figura 46. Expresión relativa (ER) de og-TGF-β en gónada de C. gigas hembras en estadio uno (F I) y tres (F III), indiferenciados (I) y 

machos en estadio tres (M III) y cuatro (MIV). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada media.  
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Similarmente, en la comparación de sexos en la Figura 47 se observa que los niveles de 

expresión no fueron diferentes entre cruzas o sexos. 

 

 
Figura 47. Expresión relativa (ER) de og-TGF-β en gónada de C. gigas indiferenciados (I), machos 

(M) y hembras (F). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza para cada 
media. 

 

 

 

 

7.3.2.4. Cuantificación de la expresión relativa del gen vtg en gónada de ostión C. 

gigas. 

La expresión de gen vtg fue significativamente mayor en FIII (Fig. 48) sin que se 

observaron diferencias significativas entre cruzas (16.70 en la cruza F1(CH:EU) x AU y 6.28 

en EU x F1(CH:AU)), mientras que en ostiones indiferenciados y F I la expresión fue menor 

sin que estos estadios fueran diferentes estadísticamente pero sí difirieron de FIII (P<0.05) 

(Fig. 48).  
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 F1(CH:EU) x AU 

 EU x F1(CH:AU)

 
 
Figura 48. Expresión relativa (ER) de vtg en gónada de C. gigas indiferenciados (I), hembras en 

estadio uno (F I) y tres (FIII). Las líneas con desviaciones denotan Intervalos de confianza 
para cada media.  
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8. DISCUSIÓN 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, y al igual que en el trabajo de Malham et al. (2009), 

al someter a C. gigas a temperaturas elevadas (más de 21°C durante 14 días) no se 

presentaron mortalidades. Incluso, en la temperatura de 31°C, que fue la más elevada en el 

presente trabajo, no se registraron mortalidades. Al comparar esta temperatura con otros 

trabajos, se hace aparente que no es suficientemente alta para ocasionar mortalidades (al 

menos bajo condiciones controladas y con un suministro constante de alimento), ya que se 

ha reportado que es a partir de 35°C que se puede obtener hasta el 100% de mortalidad en 

menos de 96 h (Carvalho, 2003). 

El crecimiento de los ostiones en las granjas de cultivo está influenciado por diversos 

factores tanto físico-químicos (temperatura, salinidad, oxígeno disuelto), ecológicos 

(tiempo de inmersión, disponibilidad de alimento, presencia de patógenos) y de la biología 

del organismo (edad, sexo, estadio de desarrollo gonádico, genética). El ostión C. gigas es 

una especie considerada como oportunista ya que tiene una dependencia directa de la 

disponibilidad de alimento en el ambiente para su desarrollo gonadal (Kang et al., 2000) así 

como para la acumulación de reservas, por lo cual los cambios en el peso del ostión están 

asociados con altas y bajas concentraciones de alimento (Chávez-Villalba et al., 2008). La 

energía requerida para la gametogénesis en condiciones naturales proviene de dos fuentes, 

fitoplancton y seston (protozoarios, bacterias, zooplacton, detritus, etc.) y la disponibilidad 

o cantidad de alimento determina la intensidad en la proliferación y calidad de los gametos 

(Kang et al., 2000; Fabioux et al., 2005; Chávez-Villalba et al., 2008) así como los patrones 

de maduración y desove (Dridi et al., 2006). En el presente estudio el alimento, al ser un 

factor determinante, fue mantenido con una ración fija o constante durante el experimento 

(4% del peso seco del ostión). Esta ración de alimento está por arriba de lo que se considera 

una ración baja (2%) (Llera, 2008; Frias & Segovia, 2010) y adicionalmente al haber sido 

una dieta polialgal posiblemente permitió el crecimiento y desarrollo de la gónada (Frias & 

Segovia, 2010).  
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Al comparar las variables morfométricas de las cruzas evaluados se encontró que F1(CH:EU) 

x AU presentó mayor longitud, peso y biomasa (Fig. 16). Sin embargo, esta diferencia fue 

observada desde el inicio del experimento, en donde la cruza mencionada previamente 

presentó la mayor longitud, peso y biomasa (Fig. 15). Por otro lado, para los ostiones 

sometidos a las temperaturas más elevadas (27°C y 31°C), se observaron menores valores 

en las variables morfométricas evaluadas (longitud, peso total y biomasa) (Fig. 17 y 18). 

Esto se explica por efecto de la temperatura ya que el intervalo o rango de temperatura, al 

igual que el tiempo de exposición a esa temperatura, son determinantes importantes del 

crecimiento (Hofmann et al., 1994). En temperaturas bajas hay una alta tasa de filtración y 

la producción neta se almacena en tejido somático, lo cual resulta en ostiones más grandes 

aún en bajos niveles de alimento (Hofmann et al., 1992; Hofmann et al., 1994). 

Contrariamente, en temperaturas elevadas (30°C) la tasa metabólica incrementa haciéndose 

evidente por un elevado consumo de oxígeno y excreción de amonio (Shpigel et al., 1992), 

y aunque la tasa de filtración es aun más elevada, el costo energético también incrementa lo 

cual afecta la producción neta (Hofmann et al., 1992; Hofmann et al., 1994); aun más, en 

respuesta a incrementos de temperatura la distribución de la producción total se dirige hacia 

el desarrollo de la gónada para la reproducción en lugar de crecimiento (Hofmann et al., 

1994; Chávez-Villalba et al., 2008; Normand et al., 2008; Castaños et al., 2009). Lo 

anterior permite inferir que los valores menores de los caracteres biométricos observados, 

principalmente en peso y biomasa en las temperaturas de 27°C y 31°C, son un reflejo de la 

inversión de energía para la reproducción, proceso fisiológico que requiere un considerable 

uso de reservas (Berthelin et al., 2000a). Estas diferencias en el tamaño del ostión debidas a 

la temperatura también se han visto reflejadas en una correlación negativa entre los valores 

de carbohidratos (glucógeno) con la temperatura, ya que ésta acelera la gametogénesis y la 

utilización de glucógeno como fuente de energía primaria para la misma (Asif, 1979; Kang 

et al., 2000; Berthelin et al., 2000b). 
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8.1. La maduración gonádica y los estadios gametogénicos de dos cruzas genéticos de 

C. gigas en respuesta a la temperatura. 

En el presente estudio, en la menor temperatura evaluada (19°C) se encontraron ya 

organismos sexualmente diferenciados y en diferentes estadios gametogénicos (Fig. 19), en 

acuerdo con estudios previos para esta especie (bajo condiciones controladas), en los que se 

ha reportado que temperaturas entre 8°C-11°C propician la multiplicación de gonias y con 

esto el inicio de la gametogénesis (Fabioux et al., 2005). La presencia de más ostiones 

diferenciados en el grupo F1(CH:EU) x AU indican que estos ostiones iniciaron primero su 

ciclo gametogénico o que éste fue más acelerado comparado con el grupo EU x F1(CH:AU). 

Diferentes estudios han demostrado que la temperatura del agua acelera o retarda la tasa de 

desarrollo gonádico (Chávez-Villalba et al., 2002; Chávez-Villalba et al., 2008; Dridi et al., 

2006; Fabioux et al., 2005; Kang et al, 2003). La ocurrencia de ciclos gonádicos acelerados 

en condiciones experimentales ha sido reportada para C. gigas (con gametogénesis 

temprana), observándose que este organismo puede alcanzar su madurez en una semana 

cuando es expuesto a 22°C. Los ovocitos maduros se empiezan a registrar después de 23 

días de someter al ostión a 19°C y en 19 días cuando los ostiones son sometidos a 22°C 

(Chávez-Villalba., 2002a). Así mismo, a partir de trabajos realizados en campo se ha 

reportado que los ostiones indiferenciados predominan en invierno cuando las temperaturas 

son bajas y que los individuos hermafroditas son más comunes en primavera cuando ocurre 

un cambio de sexo (Lango-Reynoso et al., 1999; Lango-Reynoso et al., 2000; Chávez-

Villalba et al., 2008; Enríquez-Díaz et al., 2009). 

Lo antes mencionado explica que, el número de ostiones indiferenciados así como en 

estadios I y II, sea mayor en las temperaturas de 19°C y 23°C y tienda a disminuir en las 

temperaturas elevadas de 27°C y 31°C. Adicionalmente, ostiones hermafroditas fueron 

encontrados en mayor proporción a las temperaturas menores, 19°C y 23°C, que a las 

mayores, 27°C y 31°C. Aun mas, se observó que para el grupo F1(CH:EU) x AU el porcentaje 

de ostiones hermafroditas fue mayor y ocurrió en todas las temperaturas comparado con EU 

x F1(CH:AU) (Fig. 19), indicando que una mayor alternancia de sexos ocurrió para el grupo 

F1(CH:EU) x AU (principalmente de macho a hembra) que la observada para el grupo EU x 
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F1(CH:AU). Esto se puede apreciar en la Figura 21B, en donde los ovocitos se encuentran en 

las paredes de los folículos mientras que las espermátidas y espermatozoides remanentes se 

localizan en el lumen del folículo. Aunque en el presente estudio no se detectó un desove 

de los ostiones durante el tiempo experimental, sí se encontraron organismos desovados en 

el análisis histológico, indicando que en las temperaturas de 23°C, 27°C y 31°C los 

ostiones presentaron desoves parciales y remaduración de gametos.  

Por otra parte, el número de ostiones maduros incrementó en ambos grupos sometidos a las 

temperaturas elevadas de 27°C y 31°C (Fig. 19 y 20), mientras que la talla fue la menor 

observada (Fig. 18). Como se mencionó previamente, en temperaturas elevadas la 

gametogénesis se activa e induce a que los ovocitos pasen rápido de estadios tempranos a 

crecimiento y posteriormente a la fase de madurez (Chávez-Villalba et al., 2008). Esto pudo 

haber resultado en una mayor utilización de la energía de reserva o del alimento 

suministrado siendo destinados a desarrollo de la gónada y no a crecimiento, resultando en 

individuos de menores tallas (Hofmann et al., 1994; Kang et al., 2003) sin importar el 

grupo siendo evaluado. Alternamente, la presencia de ostiones en estadio de desove y post-

desove que se observó a 27°C y 31°C para ambos grupos, puede haber sido otro causal de 

un menor peso total y biomasa que el observado en las temperaturas bajas, debido a la 

liberación de gametos durante desoves parciales pero continuos. En acuerdo con esto, se ha 

reportado que las temperaturas mínimas requeridas para inducir el desove en zonas frio-

templadas van de 18°C a 20°C (Mann, 1979) por lo que es de esperarse que hubiesen 

ocurrido desoves en todos las temperaturas evaluadas en este trabajo, así como un aumento 

de desoves en las temperaturas altas, ambos de los cuales fueron de hecho observados. 

Independientemente de la temperatura de exposición, el grupo F1(CH:EU) x AU presentó un 

desarrollo gonádico continuo, observándose todos los estadios de desarrollo gametogénico, 

mientras que en el grupo EU x F1(CH:AU) el número de ostiones indiferenciados y en estadio 

I fue mayor y no se observaron todos los estadios de desarrollo gonádico. Esta 

gametogénesis diferencial entre los grupos se corroboró con el análisis cuantitativo de los 

estadios de desarrollo gonádico, en donde se obtuvieron diferencias significativas entre los 

grupos o cruzas (Fig. 22) para el promedio de todas las temperaturas: el grupo F1(CH:EU) x 
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AU presentó un mayor estadio de desarrollo gonádico (3.7) comparado con EU x F1(CH:AU) 

(3.4), lo que se puede interpretar como un desarrollo gonádico más acelerado en F1(CH:EU) x 

AU. Mediante este análisis cuantitativo fue también posible establecer el efecto de la 

temperatura sobre la velocidad de la gametogénesis, ya que a 19°C y 23°C el desarrollo 

gonádico fue significantemente menor que a 27°C y 31°C (Fig. 23). Esto confirma que la 

velocidad de la gametogénesis está en función de la temperatura a la que los organismos 

están expuestos, lo cual ha sido previamente observado en estudios de campo con esta 

misma especie contrastando áreas templadas y tropicales en México (Ibarra et al., 2008ab). 

Estos autores reportaron una gametogénesis acelerada en los dos sitios tropicales 

caracterizados por alcanzar temperaturas desde 20°C hasta 31°C, así como una mayor 

proporción de hembras madurando al inicio del ciclo, y cambiando a una mayor proporción 

de machos a lo largo de los meses como la temperatura incrementó. En contraste, en el sitio 

templado (temperaturas de 18° a 26°C) la gametogénesis fue más lenta, y no se observó la 

alternancia de sexos de hembra a macho a lo largo de los meses de cultivo. 

En cuanto a diferencias en desarrollo gonádico entre los grupos genéticos evaluados, 

mientras que se encontraron diferencias significativas solamente a 23°C, con la cruza 

F1(CH:EU) x AU presentando un mayor desarrollo gametogénico, es posible observar la 

misma tendencia a 19°C que a 23°C, con la cruza F1(CH:EU) x AU mostrando un mayor 

desarrollo gametogénico (Fig. 24). Aun más, debido a que el estadio de reabsorción (V) 

ocurre después de un desove (parcial o total) para “limpiar” la gónada, indicando el fin de 

un ciclo gametogénico y el inicio de otro (Fabioux et al., 2005; Chávez-Villalba et al., 

2008), la presencia de ostiones en estadio V en el grupo F1(CH:EU) x AU en todas las 

temperaturas fortalece la conclusión de que un desarrollo gonádico acelerado ocurrió en 

este grupo comparado con el grupo EU x F1(CH:AU), para el cual no se observaron ostiones 

en estadio V a la temperatura de 19°C. Evidencia de la ocurrencia de ciclos gametogénicos 

continuos en este trabajo es también el hecho de no haber observado un estadio de reposo. 

Mientras que en ostiones de regiones templadas se identifica un estadio de reposo en otoño-

invierno, cuando el alimento disponible permite que el ostión gane peso y almacene 

reservas energéticas que posteriormente serán usadas principalmente en la gametogénesis 

(Dridi et al., 2006; Chávez-Villalba et al., 2007), en las temperaturas que se manejaron en 
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los experimentos (19°C, 23°C, 27°C y 31°C) no se observó este estadio, y más bien los 

ostiones presentaron procesos de gametogénesis continuos. 

En cuanto a la proporción de sexos, la mayor proporción de hembras que de machos en las 

temperaturas menores puede ser explicada por procesos metabólicos, ya que las hembras 

son metabólicamente más activas que los machos y requieren de un mayor gasto energético 

para madurar (Choi et al., 1993). En este trabajo se observó en 19°C un porcentaje mayor 

de ostiones hembras en ambos grupos (41%- en F1(CH:EU) x AU; 44% en EU x F1(CH:AU)) 

comparado con el de machos (23% en F1(CH:EU) x AU; 10% en EU x F1(CH:AU)) (Fig. 27), 

con el resto estando indiferenciados o siendo hermafroditas. De forma opuesta en ostiones 

sometidos a 31°C, el porcentaje de organismos indiferenciados o hermafroditas fue 

prácticamente nulo, y se observó un porcentaje mayor de ostiones machos en ambas cruzas 

(31°C: 58% en F1(CH:EU) x AU; 62% en EU x F1(CH:AU)) comparado con las hembras (31°C: 

39% en F1(CH:EU) x AU; 37% en EU x F1(CH:AU)) (Fig. 27). Lo anterior coincide con el 

trabajo de Shpigel et al. (1992), quienes encontraron que la proporción de machos y 

hembras fue 63%:37% bajo condiciones experimentales controladas en las que los ostiones 

fueron sometidos a la temperatura de 30°C durante 34 días. 

 

8.2. Efecto del incremento de la temperatura en los índices de área gonadal y madurez 

ovárica. 

En cuanto al efecto de la temperatura, se observó que al incrementar ésta (de 19°C a los 

31°C) se propició un incremento del índice del área gonadal (Fig. 30). Lo anterior coincide 

con un aumento esperado en el esfuerzo reproductivo en ostiones durante años calientes así 

como en latitudes bajas con climas templado-tropicales en simulaciones realizadas por 

Hofmann et al. (1992). Interesantemente, estos autores también concluyen que los ostiones 

más pequeños presentan un mayor esfuerzo reproductivo ya que tienen repetidos pulsos de 

desoves, los cuales son menos pronunciados en ostiones grandes en zonas templadas. 

Debido a la complejidad en la estructura de la gónada de ostión, y a los patrones de desoves 

tan diversos, incluyendo evidencia de desoves parciales, la estimación del área gonadal 
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como se realizó en este trabajo, midiendo el área de la gónada en proporción al área del 

organismo, así como su interpretación, debe de tomarse con cautela. Esto debido a que para 

este análisis se emplearon ostiones hembras y machos, pero solamente en estadios tres y 

cuatro (III y IV) de desarrollo gametogénico, aunque evaluando las cuatro temperaturas 

(19°C, 23°C, 27°C y 31°C). Una causa para no observar diferencias significativas en el 

índice del área gonadal entre las temperaturas podría ser el hecho de que 

independientemente de la temperatura, en los experimentos se mantuvo una ración fija de 

alimento, y en condiciones de campo se sabe que la concentración de fitoplancton presenta 

una correlación directa y positiva con el esfuerzo reproductivo del ostión (Royer et al., 

2008; Castaños et al., 2009). Sin embargo, la concentración de alimento administrada a los 

ostiones fue alta (4% del peso seco inicial / día), por lo que un efecto por pobre 

alimentación puede ser eliminado. Adicionalmente, se puede apreciar que aunque el grupo 

F1(CH:EU) x AU presentó en el promedio de todas las temperaturas un valor promedio más 

alto en el índice del área gonadal que el observado para el grupo EU x F1(CH:AU) (Fig. 29), 

esto fue resultado en particular de que a las temperaturas de 19°C y 23°C el grupo EU x 

F1(CH:AU) presentó una menor área de gónada, mientras que el grupo F1(CH:EU) x AU 

presentó un área gonadal constante y mayor en las diferentes temperaturas (Fig. 30). Otra 

posible explicación a esto podría ser la diferencia de tallas, ya que la cruza F1(CH:EU) x AU 

presentó una mayor biomasa promedio que la del grupo EU x F1(CH:AU), en particular a las 

dos menores temperaturas evaluadas (19°C y 23°C) (Fig. 18), y se sabe que el número de 

ovocitos producidos por el ostión incrementa proporcionalmente con la biomasa (Kang et 

al., 2003) y el tamaño del ostión o peso seco total (Choi et al., 1993). Dado la mayor talla y 

biomasa del grupo F1(CH:EU) x AU a las menores temperaturas de los experimentos, sería de 

esperarse que éste tenga una tendencia a mayor área de gónada comparado con el grupo EU 

x F1(CH:AU).  

Adicionalmente al índice de área gonadal, en este trabajo se estimó un índice de madurez 

ovárica (MO), el cual se sustenta no solo en la talla de los ovocitos presentes en la gónada 

sino en el número de cada uno de ellos, de manera que el área total ocupada por los 

ovocitos provee con una evaluación del área total de gametos en la gónada, lo cual ha sido 

demostrado que se correlaciona directamente con el estadio de desarrollo gonádico (Arcos 
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et al. 2005 & 2011). Similarmente, se ha descrito que el número de ovocitos en desarrollo 

avanzado aumentan en ovarios con mayor desarrollo ovárico, disminuyendo a la par el 

número de los ovocitos menos desarrollados (Arcos et al., 2009; Lango-Reynoso et al., 

2000). Este índice de MO no se espera que evalúe lo mismo que el índice del área gonadal, 

ya que éste último es una evaluación que incluye toda la región ovárica, 

independientemente del número y talla de los ovocitos presentes en la misma (Royer et al., 

2008; Huvet et al., 2010). En efecto, el índice de madurez ovárica (MO) a las dos 

temperaturas más altas (27°C y 31°C) no indicó lo mismo que el índice del área gonadal 

cuando éste se estimó únicamente para hembras en estadio III. El índice de MO mostró que 

las hembras del grupo F1(CH:EU) x AU tenían un significantemente menor índice de MO a 

27°C, y que esto fue resultado de un menor número y tamaño de ovocitos postvitelogénicos 

a 27°C que a 31°C. Por su lado, el índice del área gonadal no mostró diferencias entre 

grupos genéticos, pero sí entre temperaturas, aunque el mayor índice de área gonadal fue 

observado a 27°C, lo inverso a lo encontrado con el índice de madurez ovárica. Dado que la 

biomasa final a estas dos temperaturas no difirió entre grupos, la mejor explicación para 

este resultado es la ocurrencia de desoves parciales en el grupo F1(CH:EU) x AU, los cuales 

afectarían directamente el índice de MO pero no el índice del área gonadal. Esto es 

corroborado al observar los porcentajes relativos de estadios de desarrollo gonádico a partir 

de hembras maduras (Fig. 20), en donde se puede observar que la proporción de hembras 

desovadas y/o en reposo al final del experimento fue mayor a 27°C que a 31°C, y fue 

mayor para el grupo F1(CH:EU) x AU (18.5% y 9.1%) que para el grupo EU x F1(CH:AU) 

(12.5% y 5%), lo cual explica la diferencia observada en índice de MO entre temperaturas 

para hembras en estadio III, ya que éste índice sólo considera ovocitos presentes y no los ya 

(parcialmente) desovados para su estimación. 

Los resultados anteriores proveen aun con mas evidencia de diferencias genéticas entre los 

grupos que la evidenciada previamente con el análisis cuantitativo de estadios 

gametogénicos, ya que reafirma que el grupo F1(CH:EU) x AU presenta una gametogénesis 

más acelerada que el grupo EU x F1(CH:AU). Cuando se considera el índice del área gonadal 

evaluado en hembras y machos en estadios III y IV en todas las temperaturas, las 
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tendencias a presentar una menor área gonadal en el grupo EU x F1(CH:AU) a 19° y 23°C 

provee evidencia adicional de diferencias genéticas entre los grupos evaluados.  

En el ostión C. virginica se ha descrito que el esfuerzo reproductivo está en función de un 

determinante genético, mientras que la temperatura determina que la producción neta sea 

utilizada ya sea en el desarrollo de tejido somático o en la reproducción (Hofmann et al., 

1994). Los resultados encontrados en este trabajo en relación a las diferencias entre los 

grupos genéticos en uno u otro aspecto de su desarrollo gametogénico son importantes en 

un contexto de las posibles variantes génicas involucradas o asociadas al proceso 

gametogénico. Diferencias genéticas entre los grupos evaluados en este trabajo fueron 

hipotetizadas debido a las marcadas distancias genéticas encontradas entre las líneas de EU 

y AU cuando fueron evaluadas a través de marcadores moleculares neutros (Galindo-

Sánchez et al., 2008). 

 

8.3. Expresión de los genes Cg-Foxl2, Vasa, Og-TGFβ y vtg en la gónada de los grupos 

genéticos de C. gigas. 

Mientras que diferencias genéticas entre poblaciones de diversos moluscos para desarrollo 

gametogénico han sido descritas (Enríquez-Díaz et al. 2009), no existen trabajos previos en 

moluscos evaluando diferencias en la expresión de genes específicamente conocidos como 

involucrados en el proceso reproductivo entre poblaciones o grupos genéticos. La 

importancia de conocer si genes asociados con el proceso reproductivo presentan 

variaciones entre grupos genéticos o poblaciones en su expresión radica en que éstos 

podrían ser utilizados a futuro como marcadores génicos del proceso reproductivo. 

Estos análisis fueron realizados en el presente trabajo una vez que se llevó a cabo la 

estandarización para establecer qué genes podrían ser utilizados para estandarizar la 

expresión de los genes de interés en relación a genes constitutiva o establemente 

expresados en las condiciones experimentales de este trabajo. Diversos trabajos 

relativamente recientes han hecho énfasis en la necesidad de evaluar genes de referencia o 

‘candidato’ para ser utilizados en estimar la expresión relativa de los genes de interés para 
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cada condición experimental antes de utilizarlos en la estimación de la expresión relativa 

(Andersen et al., 2004; Gutierrez et al., 2008; Kortner et al., 2011; Morga et al., 2010). 

Con el fin de conocer la estabilidad en la expresión de los genes ‘candidato’ de referencia 

entre los estadios de desarrollo gametogénico y los sexos a evaluar, se emplearon diversos 

programas diseñados para este fin, como son geNorm, NormFinder y Bestkeeper. Sin 

embargo, como se observó en este trabajo, debido a que estos utilizan diferentes algoritmos 

en muchos casos arrojan diferentes resultados (Kortner et al., 2011). Por ejemplo, 

recientemente De Santis et al. (2011) mostraron que cuando el número de genes de 

referencia siendo evaluados es reducidos, y especialmente cuando dos genes que en 

realidad no son estables en su expresión pero están altamente correlacionados porque están 

co-regulados, la selección de genes de referencia por el programa geNorm puede ser 

incorrecta, con la consecuencia de llegar a conclusiones erróneas sobre la expresión relativa 

de los genes de interés si esos genes son seleccionados (Llera-Herrera et al. 2012). 

En el presente trabajo, al evaluar a los genes ‘candidato’ se encontró que utilizando el 

programa geNorm, los genes ef2α y act-β fueron definidos como los más estables, seguidos 

por el gen gapdh. Pero al emplear NormFinder se invirtió el orden, de tal forma que el 

orden de los genes más estables con este programa fue gapdh, act-β y ef2α.  Finalmente, 

con el programa Bestkeeper, los genes ribosomales 28S y 18S presentaron los valores de 

coeficiente de variación (CV) más bajos, mientras que los genes act-β y ef2α presentaron 

una correlación mayor, lo cual es una característica recomendada en los genes de referencia 

siempre y cuando tal correlación no sea una consecuencia de co-regulación (Galiveti et al. 

2011). Los resultados de NormFinder y Bestkeeper son útiles en el caso de que se tengan 

genes co-regulados ya que estos programas no son susceptibles a estas variaciones 

sistemáticas (Axtner & Sommer, 2009; Aursnes et al., 2011). 

Lo anterior indica que la interpretación de los resultados cuando se utilizan los programas 

mencionados debe de hacerse con cautela, teniendo en cuenta qué evalúa cada uno de ellos. 

En el programa geNorm se evalúa el promedio de las variaciones pareadas de un gen en 

particular con los otros genes incluidos en el análisis (Vandesompele et al., 2002), pero 

como fue mencionado antes, los resultados pueden estar sesgados cuando existe una alta 
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correlación en la expresión de dos genes porque esos están co-regulados (Andersen et al., 

2004). En este trabajo se encontró una alta correlación por geNorm en el caso de act-β y 

ef2α, genes que presentaron un patrón de expresión similar (Fig. 41), sin embargo, dado 

que estos genes tienen diferentes funciones metabólicas se reduce el riesgo de que estén co-

regulados (Aursnes et al., 2011; Kortner et al., 2011), por lo que éstos fueron pre-

seleccionados con base en este programa. Adicionalmente, los resultados en NormFinder 

indicaron una reducida variación en la expresión de estos mismos dos genes cuando se 

evaluaron entre y dentro de las condiciones experimentales, aunque el gen de referencia 

identificado con la menor variación fue gapdh. Este gen fue eliminado como gen de 

referencia debido a que se ha encontrado que éste puede estar regulado diferencialmente 

bajo condiciones de estrés (Zhong y Simons, 1999; Radonic et al., 2004), como las 

presentes en este trabajo debido a las altas temperaturas utilizadas. 

A partir de los resultados del programa Bestkeeper se eligieron los genes act-β y ef2α 

además del gen 28S, este último por mostrar un coeficiente de variación bajo (CV) 

indicando la estabilidad del gen (Kortner et al., 2011). La desviación estándar (DE) es otro 

indicador considerado para seleccionar genes estables, en el trabajo de Axtner & Sommer 

(2009) se menciona que es difícil obtener una DE calculada por BestKeeper menor a uno ya 

que por lo general las muestras de tejido usualmente están conformadas por diferentes tipos 

de células y muestran una alta variación. Debido a lo anterior se debe considerar el valor 

más bajo de DE para seleccionar los genes de referencia, que en los resultados obtenidos 

corresponde a los genes 28S y 18S (Tabla XI; Tabla XII). A pesar de que el gen 18S 

presenta valores de CV y DE bajos se evitó utilizarlo puesto que no es recomendable 

normalizar con genes que tengan un nivel de expresión altamente diferente a los genes 

blanco (Galiveti et al., 2011). Finalmente, debido a que el uso de métodos estadísticos no 

paramétricos como los empleados por los tres programas antes mencionados para validar 

los genes de referencia pueden afectar seriamente la normalización y por lo tanto producir 

errores en la determinación del patrón de expresión del gen blanco (Gutierrez et al., 2008), 

se realizaron análisis de varianza con el fin de corroborar que no existieran diferencias 

estadísticamente significativas intra-grupo (cruza, sexo, estadio de desarrollo gonádico y 
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temperatura), a partir de los que se descartó el gen ef2α ya que éste presentó diferencias 

significativas entre temperaturas y sexo (Tabla XIII). 

Finalmente, es importante mencionar que otra función de geNorm es estimar el número 

óptimo de genes de referencia para normalizar la expresión del gen blanco. Sin embargo, a 

pesar de que en los resultados de geNorm indicaron a través del estimador V que la 

introducción de cuatro genes era adecuado para normalizar, el número reducido de genes 

disponibles para ser utilizados como genes de referencia en ostión, así como los resultados 

obtenidos con los otros programas no permitió considerar la introducción de cuatro genes. 

La elevada varianza observada posiblemente se debió a la heterogeneidad de la muestra ya 

que la gónada del ostión es un órgano ramificado y difuso entre la glándula digestiva y el 

tejido conectivo en los ostiones (Eckelbarger & Davis, 1996). Aunado a lo anterior, son 

muchas las fuentes de variación que se tuvieron que tomar en cuenta, incluyendo tanto los 

factores fijos (cruzas genéticas y temperaturas) como la condición de los ostiones (sexo y 

estadio de desarrollo gonádico). Teniendo en cuenta lo anterior y considerando que al 

utilizar un solo gen puede ocasionar errores de hasta 6 veces la expresión calculada (en el 

10% de los casos) (Vandesompele et al., 2002) finalmente se utilizaron los genes 28S y act-

β para estimar la expresión relativa de los genes de interés ya que éstos dos genes 

mostraron ser los más estables a través del análisis con uno u otro de los programas 

utilizados así como con el análisis de varianza realizado. 

 

Expresión del gen Cg-Foxl2 entre sexos, estadios gametogénicos y cruzas. 

El análisis por qPCR de Cg-Foxl2 mostró un patrón de expresión que concuerda con lo 

reportado por Naimi et al. (2009) mostrando una expresión baja en ostiones indiferenciados 

y un aumento gradual en la expresión en el estadio de madurez (III) en ambos sexos (Fig. 

42). De igual forma, en peces también se ha reportado este patrón en el incremento de 

expresión en Foxl2 (Kobayashi et al., 2010). Sin embargo, y a diferencia de lo encontrado 

por Naimi et al. (2009) en donde describen solamente una ligera tendencia a mayor 

expresión en FIII pero sin diferencias significativas comparando con MIII, así como lo 

reportado por Kobayashi et al. (2010) donde no encontraron diferencias en la expresión de 
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Foxl2 entre peces machos y hembras, al comparar entre sexos en el presente trabajo se 

encontró que, para cada una de las cruzas, la expresión en hembras fue hasta cinco veces 

mayor respecto a machos (Fig. 43) lo cual concuerda con estudios en humanos y ratón 

donde se describe una expresión muy baja en gónada masculina (Cocquet et al., 2005; 

Duffin et al., 2009) al igual que en ratón. La expresión diferencial entre FIII y MIII puede 

explicarse con base en diferencias en la cantidad de transcritos contenidos en las células 

germinales de cada sexo, ya que este gen tiene una función en la diferenciación sexual 

hacia hembra, como ya se ha sugerido en otros estudios (Baron et al. 2004; Duffin et al. 

2009). Por otro lado, es importante hacer notar que aunque cierta expresión fue detectada 

en machos, la expresión en machos difirió y fue menor que la expresión observada en 

hembras. En vertebrados y mamíferos este gen, cuando es altamente expresado (en 

transgénicos) inhibe la diferenciación de túbulos testiculares, y cuando no es funcional o es 

inhibido induce una reversión de células germinales de hembra a macho, lo cual indica que 

uno de los papeles principales de Foxl2 es de inhibición del desarrollo testicular 

(Ottolenghi et al., 2007). 

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue el definir si existían diferencias en 

expresión de genes asociados a la gametogénesis entre grupos genéticos, en este caso las 

cruzas utilizadas. En la comparación entre cruzas para la expresión de Cg-Foxl2 se 

encontraron diferencias significativas para el caso de las hembras (juntando FI y FIII), en 

donde la cruza F1(CH:EU) x AU presentó una significantemente mayor expresión de este gen 

que la observada para la cruza EU x F1(CH:AU). Es importante mencionar que estas 

diferencias no son resultado de utilizar para el análisis hembras FIII sometidas a diferentes 

temperaturas, ya que las hembras FIII analizadas en ambas cruzas fueron obtenidas de la 

temperatura de 31°C. Similarmente, las hembras FI en ambas cruzas fueron derivadas de la 

misma temperatura (19°C). Lo anterior permite concluir que existen diferencias genéticas 

en la expresión de Cg-Foxl2, y que este gen se expresó en mayor grado en la cruza que 

presentó una gametogénesis más acelerada (ver sección 8.2 de discusión). 

Por otra parte la expresión de Cg-Foxl2 en MIV no había sido descrita en trabajos previos. 

En el presente estudio se registró una tendencia a disminución en la expresión de MIII a 
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MIV, alcanzando valores de expresión similares a los observados en organismos 

indiferenciados, lo cual podría reflejar la liberación de gametos, una vez que éste transcrito 

ha sido descrito como localizado en las células germinales desde espermatogonias hasta 

espermátidas maduras (Naimi et al,. 2009). Estos autores también encontraron un 

incremento significativo en la expresión de Cg-Foxl2 en machos MIII en comparación con 

indiferenciados, sin embargo éste incremento no difirió significantemente de hembras FIII. 

Una posible causa para las diferencias encontrados por esos autores y el presente trabajo es 

el o los genes utilizados para la normalización de la expresión de Cg-Foxl2, ya que Naimi 

et al. (2009) utilizaron únicamente el gen del factor de elongación (ef1α), el cual fue 

descartado en este trabajo debido a que durante la estandarización de genes de referencia se 

encontró que este gen presentaba diferencias en expresión entre machos y hembras, así 

como entre temperaturas.  

Finalmente, aunque pocos, algunos estudios han reportado la expresión de un transcrito de 

foxl2 en testículo de algunos vertebrados (Pailhoux et al., 2001; Cocquet et al., 2002; 

Pannetier et al., 2003), lo cual podría estar asociado a la expresión de otro transcrito 

(antisentido) del gen que no sea traducido a proteína funcional (Cocquet et al., 2003 & 

2005). La presencia de un transcrito similar tendrá que ser investigado a futuro en el caso 

del ostión C. gigas. 

 

Expresión del gen OyVlg (vasa-like) entre sexos, estadios gametogénicos y cruzas. 

La expresión del gen OyVlg o vasa-like en gónada de C. gigas fue también evaluada para su 

expresión entre las cruzas o grupos genéticos así como entre sexos y estadios de desarrollo 

gonádico ya que éste gen ha sido descrito con una función esencial en el desarrollo de las 

células germinales (Raz, 2000). En Drosophila melanogaster, donde vasa fue primero 

descrito, en adultos se encuentra expresado en ovario, tanto en células germinales como en 

el ovocito, y en testis se expresa en espermatocitos tempranos y en células totipotentes de la 

línea germinal. Adicionalmente a la función de VASA en el desarrollo de células 

germinales, más recientemente se ha encontrado que la proteína codificada por este gen 
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tiene una función en mitosis y meiosis durante el ciclo celular en gónada, promoviendo la 

condensación y segregación de cromosomas (Yajima & Wessel, 2011). 

Los resultados en este trabajo indicaron que la expresión de este gen aumentó como 

incrementó el estadio de desarrollo gonádico en ambos sexos (Fig. 44), lo cual concuerda 

con lo encontrado por Naimi et al. (2009) en la misma especie, quienes describieron una 

máxima expresión en estadio de madurez (III). Sin embargo, a diferencia del trabajo citado 

previamente en el presente estudio la expresión en hembras fue significativamente mayor 

comparada con la expresión en machos, y esta diferencia estuvo dada principalmente por 

una mayor expresión de este gen en hembras FIII en particular para la cruza F1(CH:EU) x AU. 

Esta diferencia entre cruzas para la expresión en hembras es aun más evidente al comparar 

únicamente entre sexos (Fig. 45). 

Fabioux et al. (2004a) describieron una elevada expresión de OyVlg en ovocitos no 

fertilizados de C. gigas indicando que este transcrito es sintetizado por la madre y 

posteriormente se transmite vía ovocitos al embrión para mantener el desarrollo temprano. 

Con base en lo anterior es de esperarse mayor expresión en FIII comparado con machos en 

el mismo estadio, ya que la cantidad de ovocitos maduros es elevada en éste estadio y por 

ende también lo es la proporción de transcritos OyVlg almacenados en el mismo. Por otra 

parte, la diferencia en la expresión de OyVlg entre las cruzas en FIII, obtenidas a partir de 

organismos mantenidos a 31°C, podría explicarse en parte por los valores ligeramente 

mayores en la cruza F1(CH:EU) x AU comparado con EU x F1(CH:AU) en cuanto al número y 

área de ovocitos postvitelogénicos, e índice MO, indicando que los análisis por expresión 

génica cuantitativa (qPCR) de este gen mostraron ser más sensible al evaluar la cruza con 

mayor avance gametogénico. Esto es, la mayor expresión observada en la cruza F1(CH:EU) x 

AU puede deberse a que, como se mencionó en la sección 8.2, ésta cruza tiene un 

desarrollo gonádico acelerado así como un mayor porcentaje de desoves parciales en 

comparación con la cruza EU x F1(CH:AU), lo cual podría indicar que en FIII se estuviera 

diferenciando una nueva cohorte de ovogonias, con lo que se esperaría que la expresión de 

OyVlg en la cruza F1(CH:EU) x AU aumentaría, asociado con la función de este gen en la 

diferenciación de la línea germinal. Lo antes mencionado concuerda con lo encontrado al 
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observar las laminillas histológicas de las hembras FIII empleadas para el análisis de 

expresión en ambas cruzas, donde se puede observar un número mayor de ovogonias en la 

cruza F1(CH:EU) x AU respecto a la cruza EU x F1(CH:AU) (Fig. 49). 

 

 
 
Figura 49. Ostiones hembras en estadio III de C. gigas sometidos a 31°C de las cruzas F1(CH:EU) x 

AU (A) y EU x F1(CH:AU) (B) (barra= 100μm). F: folículo; OG: ovogonia; OP: ovocito 
previtelogénico; OV: ovocito vitelogénico; OM: ovocito maduro. 

 

 

Un patrón similar al observado en hembras FIII de la cruza F1(CH:EU) x AU mantenidas a 

31°C se ha descrito para otra especie pero de origen tropical de ostión, C. corteziensis, en la 

cual se observó que temperaturas de ~25°C favorecen la producción continua de ovocitos 

primarios (Chávez-Villalba et al., 2008). Lo anterior permite proponer que es probable que 

la evaluación de la expresión de este gen entre grupos genéticos (familias) a futuro pudiera 

diferenciar a las mismas por su esfuerzo reproductivo, considerando que un mayor esfuerzo 

se asociaría con una gametogénesis continua con desoves parciales. 

En gónada de machos de C. gigas el transcrito OyVlg, evaluado por hibridación in situ, ha 

sido reportado por Fabioux et al. (2004b) como altamente expresado en células germinales 

o espermatogónias, y en células en estadio de meiosis temprana como son los 

espermatocitos primarios y secundarios, y con una presencia prácticamente nula en 

espermatozoides. Lo anterior está en acuerdo con la función de vasa en mitosis y meiosis 

(Yajima & Wessel, 2011), ya que la mayor expresión ocurrió durante la mitosis en 

BA
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espermatogonias así como durante la meiosis en espermatocitos, los cuales al completar dos 

reducciones meióticas dan lugar a los espermatozoides. 

En el presente trabajo no se evaluó este gen por hibridación in situ, sino por expresión 

cuantitativa, pero la misma conclusión que antes puede ser alcanzada. Esto es, bajo el 

supuesto que este gen se expresa en machos tanto en células germinales como en células 

meióticas de la gónada masculina, la expresión de Oyvlg en machos MIV, con una 

tendencia a ser mayor que en machos MIII, aunque sin alcanzar diferencias significativas, 

puede deberse a la presencia de espermatogónias generando una nueva cohorte de células 

gaméticas. Finalmente, la expresión estimada para Oyvlg en machos por Naimi et al. 

(2009), en donde una mayor cantidad de este transcrito fue observada en machos MIII que 

en ostiones indiferenciados concuerda con lo encontrado en el presente trabajo, en donde 

ambas cruzas o grupos genéticos mostraron un incremento significante en la expresión de 

Oyvlg de ostiones indiferenciados (I) a ostiones en estadio de madurez (MIII). 

Similarmente concuerda con Fabioux et al. (2004b), quienes observan este transcrito 

presente en espermatogonias de la gónada masculina madura a través de análisis de 

hibridación in situ.  

 

Expresión del gen og-TGF-β entre sexos, estadios gametogénicos y cruzas. 

La expresión del gen og-TGF-β tuvo un aparente aumento en el transcrito conforme avanzó 

el estadio de desarrollo gonádico pero no se observaron diferencias significativas entre 

estadios (Fig. 46) o entre sexos (Fig. 47). Lo anterior concuerda con lo reportado por Fleury 

et al. (2008) que describen una máxima expresión en ostiones maduros sin diferencias 

significativas entre sexos. 

Una característica general en la expresión de og-TGF-β es la elevada variación observada 

entre las muestras de cada tratamiento la cual puede deberse a la gametogénesis continua 

observada en estos ostiones, en donde hay una constante proliferación de células 

germinales, ya que este gen tiene un efecto positivo en el desarrollo de células germinales 

aumentando la proliferación de células mitóticas (como células madre y ovogónias) 

(Corporeau et al., 2011; Huvet et al., 2011). Aunado a lo anterior la amplia variación en la 
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expresión de og-TGF-β también podría estar relacionada con la presencia de ovocitos 

vitelogénicos, debido a que se ha demostrado que este gen podría estar implicado de 

manera positiva en la vitelogénesis de C. gigas (Huvet et al., 2011). 

En la cruza F1(CH:EU) x AU los ostiones FIII presentaron un nivel de expresión de og-TGF-β 

que no se diferencia de FI aun cuando la cantidad de ovocitos es mayor en FIII, y esto se 

debe a que el transcrito de este gen no se ubica en los ovocitos. Además, esta tendencia en 

los niveles de expresión podrían ser debidos a la intensidad en la proliferación de gametos 

aunado a las diferentes cohortes de ovocitos vitelogénicos (Fleury et al., 2008; Huvet et al., 

2011). Dado lo anterior, es posible que en los ostiones MIII otras células gaméticas 

presentes, como espermatozoides y espermatocitos, tuvieran un efecto de dilución en la 

cantidad de transcrito encontrado en el tejido que rodea a las espermatogonias, mientras que 

en ostiones desovados fuera posible apreciar una mayor expresión al menos en la cruza EU 

x F1(CH:AU). 

 

Expresión del gen vtg entre sexos, estadios gametogénicos y cruzas. 

Se ha observado que en ostiones adultos la concentración de vitelina y la expresión del gen 

vtg incrementan en el ovario con el avance de la madurez y disminuye después del desove 

(Matsumoto et al., 2003). En el presente trabajo encontramos esta misma relación, donde se 

observó un incremento significativo en la expresión de vtg en hembras en estadio FIII.  

Los resultados obtenidos en la expresión de vtg concuerdan también con lo encontrado por 

Llera (2008) ya que la expresión es baja en ostiones indiferenciados y FI, mientras que en 

FIII se observó la máxima expresión (Fig. 48). La elevada expresión encontrada en FIII se 

debe a la fase tardía de la vitelogénesis, en la que la mayoría de las células germinales están 

completamente maduras y marca el período de máxima expresión e incorporación de vtg 

(Llera, 2008). En el ostión C. corteziensis, se ha encontrado un aumento de la proteína 

VN/VTG en gónada en ostiones adultos en estadio vitelogénico, presentando su máximo en 

hembras post-vitelogénicas o maduras (Arcos et al., 2009) 

Por su parte al comparar entre cruzas se observó que F1(CH:EU) x AU presentó una tendencia 

a mayor expresión de vtg comparada con EU x F1(CH:AU) lo cual es un reflejo del patrón 
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observado en el índice del área gonadal (Fig. 29), el área que ocupan los ovocitos post-

vitelogénicos (Fig. 34), el índice de madurez ovárica (Fig. 35) y la biomasa estimada de la 

gónada (Fig. 37). Debido a que en ostiones C. corteziensis el crecimiento de los ovocitos 

depende de la acumulación de VN/VTG en el ovocito durante el desarrollo de la gónada, se 

ha sugerido que ésta proteína puede ser utilizada como un indicador de la madurez 

gonádica, así como de la capacidad reproductiva (Arcos et al., 2009). Lo anterior se deriva 

del hecho que en el camarón Litopenaeus vannamei, el nivel de VTG en hemolinfa ha 

servido como un buen indicador de la actividad reproductiva, al encontrarse una correlación 

positiva con el índice de madurez, y reflejar de esta manera la acumulación de vitelo en 

huevo, dando como resultado un incremento en la calidad de los nauplios producidos 

(Arcos et al., 2011). Con base en lo anterior, y a pesar de que las diferencias entre cruzas 

para el estadio FIII no alcanzaron diferencias estadísticas, se sugiere el uso de la expresión 

del transcrito de vtg como un marcador génico adecuado para evaluar el avance 

gametogénico entre diferentes líneas o grupos genéticos de ostión. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Las temperaturas menores, definidas en 19°C y 23°C, fueron las temperaturas óptimas 

cuando se busca determinar diferencias genéticas entre cruzas o grupos genéticamente 

diferentes; ya que estas temperaturas se encuentran dentro de un rango aceptable de 

tolerancia térmica para esta especie (Carvalho, 2003). 

Las temperaturas elevadas definidas en 27°C y 31°C tuvieron un efecto negativo sobre el 

crecimiento de C. gigas mientras que en las temperaturas bajas no se observó tal efecto. 

Los valores menores biométricos de crecimiento en ostiones sometidos a 27°C y 31°C se 

debieron a un mayor desarrollo gonádico en ambas cruzas, y a la velocidad de la 

gametogénesis que está en función de la temperatura en el ambiente. Sin embargo si existen 

diferencias entre las cruzas en donde F1(CH:EU) x AU tiene un desarrollo gonádico más 

acelerado que EU x F1(CH:AU). 

El índice del área gonadal considerando tanto machos como hembras tiende a aumentar con 

el incremento de temperatura, siendo en temperaturas elevadas (27°C y 31°C) donde el 

desarrollo de la gónada fue más acelerado, pero cuando se consideraron solamente a las 

hembras FIII, este índice de área gonadal disminuye de 27°C a 31°C particularmente para 

la cruza EU x F1(CH:AU) quien presentó menores estadios de desarrollo gonádico, mientras 

que el índice de madurez ovárica incrementó particularmente para la cruza F1(CH:EU) x AU 

quien presentó mayores estadios de desarrollo gonádico, por lo que se puede concluir que la 

evaluación de un ‘esfuerzo reproductivo’ entre cruzas o grupos genéticos con estas técnicas 

requiere aún de la evaluación integrada de diferentes métodos. 

La expresión de Cg-Foxl2 podría ser un indicador del sexo en desarrollo en el ostión  

habiéndose observado diferencias en su expresión entre FIII y MIII para ambas cruzas. Por 

su parte la expresión de Oyvlg es un posible indicador de diferencias entre grupos 

genéticos, indicado por las diferencias en expresión de hembras FIII en cada cruza. En el 

caso de vtg, este gen es un buen indicador del desarrollo gametogénico en hembras, 

indicando estadios mas avanzados cuando su expresión incrementa. Finalmente, el gen og-
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TGFβ no mostró ser un buen marcador génico para evaluar diferencias entre cruzas o 

estadios para ostiones sometidos a las temperaturas experimentales de este trabajo, 

posiblemente debido a que existe un desarrollo gonádico continuo, con diferenciación de 

nuevas cohortes de células germinales. 
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10. RECOMENDACIONES 

 
 Con base en los resultados obtenidos en este trabajo es recomendable utilizar 

temperaturas de 19°C a 23°C para evaluar diferencias genéticas en el índice de área 

gonadal entre las cruzas. 

 Se recomienda evaluar el índice del área gonadal de las mismas cruzas pero cultivadas 

en campo, así como el índice de madurez ovárica en hembras de diferentes estadios de 

desarrollo gametogénico. Se recomienda utilizar también un índice nuevo propuesto 

(Hanquet, 2009) con propósitos comparativos a los anteriores, ya que este índice mide 

el área folicular (tubular) en relación al área gonadal. 

 Estudiar las rutas de regulación de la expresión de las proteínas Foxl2, TGF-β y Oyvlg 

sobre otros genes involucrados en la gametogénesis que podrían servir como 

marcadores genéticos. 

 Evaluar la expresión de vtg entre un mayor número de grupos genéticos (i.e. familias) y 

establecer la correlación genética entre la expresión de ese gen en hembras de ostión y 

el índice de madurez ovárica con fines de definir si este marcador génico puede ser 

utilizado en programas de selección. 

 Realizar simulaciones de crecimiento, gametogénesis y desove a diferentes 

temperaturas por periodos de tiempo mayores al utilizado en el presente trabajo. 
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12. ANEXOS 

 

ANEXO I. Técnica histológica 

 
Agua DEPC (1L) 

• 1 L de agua destilada  
• 1 mL de DEPC 
• esterilizar 24 h 
 

Solución Davidson (1 L): 

• 500 mL de agua DEPC. 
• 300 mL de formol (formaldehido al 40% -CarloErba-4156829). 
• 150 mL de etanol absoluto (VWR -20.820.564). 
• 50 mL de ácido acético glacial (CarloErba-401422) (añadir extemporáneamente). 
Etanol 70 (1L): 
• 700 mL de etanol absoluto. 
• 300 mL de agua DEPC. 
 

INCLUSIÓN EN PARAFINA 

La inclusión en parafina realiza con la ayuda de un aparato de inclusión (histokinette) 
programable, en las siguientes soluciones: 
Etanol 80%.........1 h 
Etanol 95%.........2 h 
Etanol 95%.........2 h 
Etanol 95%.........1 h 
Etanol 100%.......2 h 
Etanol 100%.......2 h 
Etanol 100%.......1 h 
Xilol (Claral)..…..1 h 
Xilol (Claral)..…..2 h 
Parafina…………2 h 
Parafina……...….2 h 
Tiempo total: 18h.   



 
 

 
 

ANEXO II. Técnica de tinción de Hematoxilina-Eosina 

 

1. Xilol I, II y III-10 min en cada uno. 

2. Alcohol etílico 96%- 2 min. 

3. ROH 70I y 70 II- 2 min en cada uno 

4. Agua destilada 5 min. 

5. Hematoxilina de Harris 1 min (dependiendo del tiempo de uso del colorante) 

6. H2O I y II- 5 min. 

7. ROH Acido- 10-15 s (250 mL de ROH 96° mas 5 gotas de HCl conc.). 

8. H2O- 5 min. 

9.H2O amoniacal-10-15 s (250 mL de H2O mas 5 mL de hidróxido de amonio). 

10.H2O- 5 min. 

11.ROH 50- 2 min. 

12. ROH 70- 2 min. 

13. Eosina alcohólica- 3 min (dependiendo del tiempo del colorante). 

14. ROH 96 I y II, 1-2 min en cada uno. 

15. ROH 100 I y II, 1 min en cada uno. 

16. XILOL I, II, III (sustituto de xileno ó Hemo-De)- 5 min en cada uno. 

17.- Montar en resina sintética o Entellan. 
 

  



 
 

 
 

ANEXO III. Extracción de ARN 

 

Previamente: 

Las muestras fueron previamente guardadas de manera individual a -80°C en sobres de 

aluminio. 

Limpiar el área de trabajo con RNaseZAP ® o cloro. 

 

1. Pesar 100mg de perlas de cristal (SIGMA Glass beads, acid washed, 425-600 μm) y 

colocarlo en un tubo ependorf. 

2. Agregar 1 mL de TriPure Isolation Reagent (fenol guanidina tiocinato). 

3. Maniobrar las muestras en nitrógeno líquido para evitar que se descongele el tejido 

mientras se pesa. Pesar no más de 50 mg de gónada y colocar el tejido en el tubo ependorf 

con perlas de cristal y TriPure. Mantener en hielo las muestras previamente pesadas. 

4. Homogenizar el tejido en el equipo FastPrep®-24 durante 40 segundos a una velocidad 

de 6 m/s. En caso de quedar tejido homogenizar nuevamente. Mantener en hielo las 

muestras.  

5. Centrifugar las muestras 14,000 rcf por 5 min a 4⁰C.  

6. Transferir la fase superior a un nuevo tubo ependorf evitando la matriz (perlas cristal) y 

el tejido restante (recuperar aproximadamente 850 μL). 

7. Incubar las muestras 5 min a temperatura ambiente. 

8. Agregar 300 μL de cloroformo y 10 s en el vortex. 

9. Incubar 5 min a temperatura ambiente. 

10. Centrifugar a 14,000 rcf por 5 min a 4⁰C. 

11. Transferir la fase acuosa (aproximadamente 450 μL) a un tubo de 1.5 mL cuidando de 

no tomar la fase intermedia. 

12. Agregar 500 μL de etanol al 100% y mezclar por inversión 5 veces.  

13. Incubar 30 min a -20°C. 

14. Centrifugar 14,000 rpm por 15 min a 4⁰C. 

15. Lavar el pellet de ARN con 500 μL de etanol al 75% (para hacer 100 mL: 75 mL de 

etanol absoluto y 25 mL de agua DEPC). 



 
 

 
 

16. Incubar en hielo por 10 minutos. 

17. Centrifugar a 14,000 rcf por 5 min a 4⁰C y descartar el sobrenadante. 

18. Repetir el lavado del pellet con etanol al 75%, incubar en hielo por 10 min., centrifugar 

a 14,000 rcf por 5 min a 4⁰C. 

19. Descartar el sobrenadante y secar el pellet a temperatura ambiente hasta que se evapora 

todo el etanol.  

10. Resuspender el ARN en agua DEPC (el volumen dependerá del tamaño del pellet 

siendo 15, 30 o 50 μL). 

11. Cuantificar el ARN total en un NANODROP. 

 

  



 
 

 
 

ANEXO IV. Gel MOPS 

 

Para un gel de agarosa 1% de 100mL: 

1. Disolver 1 g de agarosa, 90 mL de agua DEPC y 10 mL de MOPS 10X. 

2. Cuando la mezcla se enfríe un poco agregar 6 μL de SYBR y 1 mL de formaldehido.  

3. Limpiar el molde de electroforesis con RNaseZAP ®. 

4. Verter la mezcla de agarosa en el molde (cuidando que no queden burbujas en el gel), 

cubrir de la luz y dejar solidificar por 1 h. 

5. Preparar el buffer de corrida con 900 mL de agua DEPC y 100 mL de MOPS. 

6. Calentar a 60°C por 10 min las muestras (5 μL de ARN total (1 μg/μL) con 9 μL de agua 

DEPC) y la escalera (3 μL de ARN ladder con 9 μL de agua DEPC). Colocar en hielo hasta 

que se carguen en el gel. 

7. Limpiar la cámara de electroforesis con RNase ® y colocar el gel cubriéndolo con el 

buffer de corrida MOPS 1X. 

8. Agregar 2 μL de XC-BPB a las muestras y escalera y cargarlas en el gel. 

9. Correr la electroforesis a 80 V por 2 h. Al finalizar obtener la imagen del gel mediante un 

fotodocumentador. 

 

  



 
 

 
 

ANEXO V. Tratamiento con DNAsa 

 
1. Tomar 5μL (1.6 μg/μL) de ARN y agregar: 

RQ DNAsa       5 μL 

RQI Buffer de reacción 10x 1.5 μL 

H2O libre de nucleasas  3.5 μL 

 

2. Incubar a 37°C por 30 min. 

3. Agregar 1 μL de RQI DNAsa STOP. 

4. Incubar a 65°C por 10 min. Colocar en hielo hasta la siguiente reacción o almacenar a -

20°C.  

 

  



 
 

 
 

ANEXO VI. Síntesis de ADNc 

 

1. En caso de que las muestras de ARN libre de ADNg fueran almacenadas a -20°C, 

descongelarlas en hielo. 

2. Cuantificar la concentración de ARN en NANODROP. 

3. Realizar la combinación del ARN con oligo (dT)15: 

CONTROL (+) 
ARN (1 μg)       2 μL 
Oligo (dT) 15 (0.5 μg/reac)     1 μL 
H2O libre de nucleasas     2 μL 
Total        5 μL 
 
CONTROL (-) A (sin templete) 
Oligo (dT) 15        1 μL 
H2O nucleasa free      4 μL 
Total        5 μL 
 
REACCIÓN CON ARN 
Oligo (dT) 15 (0.5 μg/rx)     1 μL 
ARN libre de ADNg (mínimo 1 μg/rx)   5 μL 
Total        6 μL 
 

4. Incubar a 70°C por 5 minutos. 

5. Colocar inmediatamente en hielo 5 min. y centrifugar 10 s (para colectar lo condensado). 

6. Colocar los tubos en hielo hasta la siguiente reacción.  

7. Preparar las siguientes mezclas (en hielo): realizar los cálculos para el número de 

reacciones. 

 
REACCIÓN CON ARN (1 Rx)  
H2O libre de nucleasas       5 μL 
Im Prom II 5x buffer         4 μL 
MgCl2 (concentración final 6 mM)      2 μL 
dNTP Mix         1 μL 
RNAsin  (inhibidor de ribonucleasas)     1 μL 
Improm II Transcriptasa Reversa       1 μL 
Total        14 μL 
 
 
 



 
 

 
 

CONTROL (-) sin enzima 
H2O libre de nucleasas        6 μL 
Im Prom II 5x buffer          4 μL 
MgCl2 (concentración final 6 mM)       2 μL 
dNTP Mix (concentración final 0.5 mMc/dNTP)     1 μL 
RNAsin (inhibidor de ribonucleasas)      1 μL 
Total         14 μL 
 

8. Agregar 14 μL de la mezcla al ARN con oligo (dT) 15 para obtener un volumen final de 

20 μL.  

9. Calentar la mezcla de reacción 25°C por 10 min para realizar el alineamiento; para la 

extensión 42°C por 60 min; y 70°C por 15 min para la inactivación de la enzima. 

10. Centrifugar y almacenar el ADNc a -20°C. 

  



 
 

 
 

ANEXO VII. Eva green 1x  

 
Componentes del mix casero de Eva green 1x para una reacción: 
 
Buffer 5x       3uL 
MgCl2  25mM     1.5uL 
dNTP      0.3uL 
Taq (Promega)  0.09uL 
Eva green 20x   0.75uL 
H20    1.86uL 
Total      7.5uL 
 
  



 
 

 
 

ANEXO VIII. Q-PCR 

 

1. Realizar una curva estándar con los genes constitutivos (ef2α, act-β, gapdh, 18S y 28S) a 

partir de ADNc para esto se utilizaron 5 diluciones con un volumen final de 40 μL: 1:10, 

1:5, 1:5, 1:5 y 1:5. 

 

2. Agregar 160 μL de H2O libre de nucleasas para obtener un volumen final de 200 μL.  

3. Prepara la mezcla siguiente (1Rx) para cada gen constitutivo: 

H2O libre de nucleasas    1.9 μL 
SYBR       7.5 μL 
Oligo F (10 μM)     0.3 μL 
Oligo R (10 μM)     0.3 μL 
Total       10 μL 
 

4. Agregar 5 μL de la muestra diluida en la placa y posteriormente agregar 10 μL de la 

mezcla (volumen final 15 μL). 

5. Centrifugar la placa para quitar posibles burbujas en los pozos.  

6. Programar la Q-PCR de la siguiente manera: 

95°C  5 min 
95°C  30 s 
58°C  30 s  35 ciclos  
68°C  1 min 
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