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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Documento de Cesion del inventor al solicitante 0 a su acusante

Declaraciones

Copia de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujés).
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito de material biotdgico.

Arte final 12 x 12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

Otros
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METODO PARA PRODUCIR OSTRAS TETRAPLOIDES VIABLES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

Las modalidades de la presente invencion se relacionan con uvn método para
producir ostras tetraploides viables con alta eficiencia.

Descripcion del estado de la técnica relacionado

La mayoria de los animales que se reproducen sexualmente tiene dos juegos de
cromosomas que se conocen como diploides. La meiosis es un proceso por el cual el
numero de cromosomas se divide en dos con el fin de impedir que el nimero de
cromosomas se duplique en cada generacion siguiente. Este proceso tiene dos etapas a
través de las cuales una célula diploide se convierte en cuatro células haploides, cada una
de las cuales tiene un juego de cromosomas. Una o las cuatro células haploides al
madurar pueden convertirse en un 6vulo o espermatozoide funcional que recibe el nombre
de gameto.

Las ostras tetraploides son importantes para alcanzar diversos propositos que
incluyén triploidia, hibridizacion y otros programas de cria. Se sabe que las ostras poseen
ciertas ventajas comerciales de un mejor sabor y mayor velocidad de crecimiento que las -
ostras diploides normales durante un periodo de reproduccion normal de las ostras
diploides. En la actualidad se han producido ostras triploides a partir de ostras diploides
normales usando una técnica particular de modificacién del juego de cromosomas en el
cual la meiosis en un oocito se modifica de tal manera que los segundos cuerpos polares
se retienen en el oocito, en lugar de expulsarse de este durante la segunda fase de la
meiosis.

La citocalasina B (CB) y la 6-dimetilaminopurina (DMAP) son compuestos de los
que se sabe que previenen que los primeros cuerpos polares (PB1) sean expulsadoé de
una célula durante ia meiosis en un huevo fertilizado.

No obstante, no hay un método conocido para producir ostras tetraploides usando
una combinacién de citocalasina B (CB) y 6-dimetilaminopurina (DMAP) incluso por la
técnica arriba mencionada.

RESUMEN DE LA INVENCION
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De acuerdo con lo anterior, uno de los objetivos de la presente invencion es
proporcionar un método para producir ostras tetraploides viables con alta eficiencia.

Para alcanzar el objetivo antedicho, de acuerdo con un aspecto de la invencion, se
proporciona un método para producir ostras tetraploides viables que incluye las etapas de:
fertilizar huevos de ostras hembras triploides con espermatozoides de ostras machos
diploides; vimpedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados; y producir ostras tetraploides viables mediante el cuitivo de los huevos
fertilizados, que se caracteriza porque la etapa de impedir que los primeros cuerpos
polares sean expulsados de los huevos fertilizados incluye poner en contacto los huevos
fertilizados con citocalasina B (CB) y 6-dimetilaminopurina (DMAP).

El método incluye la etapa de fertilizar huevos de ostras triploides con
espermatozoides de ostras machos diploides. Las ostras hembras triploides estan
disponibles en el comercio (Allen, Jr., S.K. (1988); Oceanus 31, 58-63). Las ostras
triploides se pueden producir a partir de ostras diploides usando una técnica particular de
modificaciéon del juego de cromosomas en la cual la meiosis en un oocito se modifica de
tal manera que los segundos cuerpos polares se retienen en el oocito, en lugar de ser
expulsados del oocito, durante la segunda fase de la meiosis. Las ostras triploides se
pueden examinar para verificar su ploidia usando citometria de flujo antes del desove. Los
huevos de las ostras triploides se pueden recolectar haciendo una incision en las ostras
hembras triploides (desove desnudo). Los huevos recolectados se pueden limpiar.con
agua de mar y retenerlos en un tamiz adecuado como un tamiz de a 25 ym. Las ostras
triploides que se usan en una modalidad de la presente invencién se pueden acondicionar
poniéndolas en ambientes de alta temperatura y ricos en nutrientes. Este
acondicionamiento de preferencia se inicia en una fase inicial de gametogénesis
inmediatamente después de la latencia invernal.

A continuacion, los huevos son fertilizados con espermatozoides obtenidos de
ostras machos diploides normales. Los espermatozoides que se emplean para la
fertilizacion pueden incluir cerca de 10 o mas células espermaticas por huevo. La
fertilizacion se puede llevar a cabo de acuerdo con cualquier método conocido del estado
de la técnica, como, por ejemplo, poniendo los huevos y los espermatozoides en contacto

en agua de mar.
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El método incluye la etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean
expulsados de los huevos fertilizados. Esta etapa puéde incluir poner en contacto los
huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y 6-dimetilamindpurina (DMAP). |

La puesta en contacto se puede llevar a cabo en un intervalo de tiempo de 36% a
90% del tiempo durante el cual los huevos fertilizados eyectan los primeros cuerpos
polares. Ademas, la puesta en contactq se puede llevar a cabo durante 5 a 15 minutos
después de la fertilizacién de los huevos.

La etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los
huevos fertilizados puede incluir poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina
B (CB) y 6-dimetilaminopurina (DMAP) al mismo tiempo. Ademas, la etapa de impedir que
los priméros cuerpos polares sean expulsados de los huevos fertilizados puede incluir
poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y 6-dimetilaminopurina
(DMAP) de forma secuencial. Por ejemplo, la etapa de impedir que los primeros cuerpos
polares sean expulsados de los huevos fertilizados puede incluir poner en contacto los
huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y luego poner en contacto los huévos
fertilizados con 6-dimetilaminopurina (DMAP). Por ejemplo, la etapa de impedir que los
primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos fertilizados puede incluir poner
en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB) en un intervalo de tiempo de
30% a 90% del tiempo durante el cual los huevos fertilizados eyectan los primeros
cuerpos polares, y luego poner en contacto los huevos fertilizados con 6-
dimetilaminopurina (DMAP) en un intervalo de tiempo de 50% a 90% del tiempo durante el
cual los huevos fertilizados eyectan los primeros cuerpos polares. Mas especificamente, la
etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados puede incluir poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB)
durante 5 a 15 minutos después de la fertilizacién de los huevos, y luego poner en
contacto los huevos fertilizados con 6-dimetilaminopurina (DMAP) durante 8,3 a 15
minutos después de la fertilizacién de los huevos.

Ademas, la etapa de impedir que los primerds cuerpos polares sean expulsados de
los huevos fertilizados puede incluir afiadir los huevos fertilizados a citocalasina B (CB) en
una concentraciéon de 0,25 a 1,0 ppm en dimetilsulféxido (DMSO) y 6-dimetilaminopurina

(DMAP) en una concentracion de 0,25 a 1,0 ppm en dimetilsulféxido (DMSO). Por ejemplo,
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la etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados puede incluir afiadir los huevos fertilizados a citocalasina B (CB)ven una
concentracion de 0,25 a 0,75 ppm en dimetilsuifoxido (DMSQO) y 6-dimetilaminopurina
(DMAP) en una concentracién de 0,25 a 0,75 ppm en dimetilsulféxido (DMSO).

El método ademas incluye la etapa de producir ostras tetraploides viables mediante
el cultivo de los huevos fertilizados.

El cultivo se puede llevar a cabo de acuerdo con cualquier método de cultivo de
huevos fertilizados conocido del estado de la técnica. Por ejémplo, el cultivo se puéde
llevar a cabo en condiciones de temperatura de 18°C a 30°C, de preferencia 23°C a 28°C.
Ademas, el cultivo se puede llevar a cabo en condiciones de salinidad de 17 ppt a 33 ppt,
de preferencia cerca de 20 ppt a 22 ppt.

En el método, las ostras empleadas pueden pertenecer al genus crassostrea. Las
ostras del genus crassostrea pueden seleccionarse de entre un gfupo compuesto por
crassostrea gigas, crassostrea sikamai, crassostrea revularis y crassostrea virginica.
Ademas, las ostras empleadas pueden pertenecer al genus pinctada. Por ejemplo, las
ostras pueden ser pinctada margaritifera.

De acuerdo con el método de la presente invencién, es posible producir ostras
tetraploides que se pueden cultivar y madurar en ambientes naturales en los cuales se
crian normalmente las ostras diploides normales, y producir ostras triploides por medio de
cruces entre las ostras tetraploides y las ostras diploides.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, es posible producir ostras
tetraploides a partir de ostras triploides y ostras diploides con alta eficiencia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA MODALIDAD PREFERIDA

A continuacion se describira en detalle una modalidad preferida de la presente
invencién. No obstante, debe entenderse que esta modalidad se da para explicar el
espiritu de la presente invencidn de forma ilustrativa, no restrictiva.

Esta modalidad emplea ostras triploides del Pacifico en su segundo afio que se
produjeron impidiendo la expulsion de los segundos cuerpos polares (PB2). Las ostras
triploides fueron examinadas individualmente mediante citometria de flujo antes de ser
desovadas. Sus gametos se recolectaron por medio de desove desnudo. Los huevos se

pasaron por un tamiz de 85 pm para remover grandes fragmentos de tejido y se limpiaron
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sobre un tamiz de 25 ym. La fertilizacién y el proceso se llevaron a cabo en agua de mar a
25°C a 28°C pasada por un tamiz de 2 um. La salinidad del agua de mar empleada en
esta modalidad estaba cerca de 20 ppt a 22 ppt.

Los huevos derivados de las ostras triploides fueron fertilizados por
espermatozoides haploides derivados de ostras diploides. Los huevos fertilizados se
clasificaron en un grupo de control, grupos de comparaciéon y grupos experimentales.

Los huevos fertilizados del grupo de control se cultivaron sin ser tratados con
sustancias quimicas. Los huevos fertilizados de los grupos de comparacion 1 y 2 se
trataron con citocalasina B (CB) para prevenir la eyeccion de los primeros cuerpos polares.
La CB se disolvié en dimetilsulféxido (DMSQ) y a los huevos fertilizados se les afadieron
0,25 mg/L con DMSO al 0,5% (grupo de comparacion 1) y 0,5 mg/L con DMSO al 0,5%
(grupo de comparacion 2) a sus concentraciones finales. Los huevos fertilizados de los.
grupos de comparacion 3 y 4 se trataron con 6-dimetilaminopurina (DMAP) para prevenir
la eyeccion de los primeros cuerpos polares. La DMAP se disolvi6 en DMSO y a los
huevos fertilizados se les afiadieron 0,25 mg/L con DMSO al 0,5% (grupo de compara.cic'm
3) y 0,5 mg/L con DMSO al 0,5% (grupo de comparacion 4) a sus concentraciones finales.

| Los huevos fertilizados de grupos experimentales 1 y 2 se trataron con CB y DMAP
para prevenir la eyeccion de los primeros cuerpos polares. La CB y la DMAP se
disolvieron en DMSO y a los huevos fertilizados se les afadieron 0,25 mg CB/L con
DMSO al 0,5% y 0,25 rhg DMAPI/L (grupo experimental 1) y 0,5 mg CB/L con DMSO al
0,5% y 0,5 mg DMAPI/L (grupo experimental 2) a sus concentraciones finales.

En el grupo de control, los grupos de comparaciéon 1 y 2y los grupos
experimentales 1y 2, los tratamientos tuvieron una duracién de 15 minutos comenzando
cinco minutos después de la fertilizacion. Después de los tratamientos, los huevos
fertilizados se limpiaron con agua de mar-DMSO 1% y se cultivaron con una densidad de
65 huevos/mL. |

Los huevos fertilizados del grupo experimental 3 se trataron con CB y DMAP para
prevenir la eyeccion de los primeros cuerpos polares. La CB y la DMAP se disolvieron en
DMSO vy a los huevos fertilizados se les afiadieron 0,25 mg CB/L con DMSO al 0,5% a su
concentracion final y se trataron comenzando cinco minutos después de la fertilizacion.

Tras un lapso de 10 minutos después de la fertilizacion, a los huevos fertilizados se les
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anadieron 0,25 mg DMAP/L a su concentracion final y se trataron continuamente durante
15 minutos después de la fertilizacion (grupo experimental 3). |

Los huevos fertilizados del grupo experimentai 4 se trataron con CB y DMAP para
prevenir la eyeccion de los primeros cuerpos polares. La CB y la DMAP se disolvieron en
DMSO y a los huevos fertilizados se les afiadieron 0,5 mg CB/L con DMSO al 0,5% a su
concentracion final y se trataron comenzando cinco minutos después de la fertilizacion.
Tras un lapso de 10 minutos después de la fertilizacion, a los huevos fertilizados se les
afadieron 0,5 mg DMAPI/L a su concentracion final y se trataron continuamente durante
15 minutos después de la fertilizacion (grupo experimental 4). En los grupos
experimentales 3 y 4, después de los tratamientos, los huevos fertilizados se limpiaron

con agua de mar-DMSO 1% y se cultivaron con una densidad de 65 huevos/mL.
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[Tabla 1]

o Huevos Tasa de Tasa de Tasa de
Grupo - usados Division (%) | supervivencia | supervivencia | supervivencia
(x1000) aundia (%) | a7dias (%) | a 35dias (%).
Grupo de , ~
control 1 100 85,4 22,8 57 0,003
Grupo de
comparacion 100 83,56 6,4 3.1 0,073
1
Grupo de
comparacion 150 82,7 6,0 2,8 0,065
2
Grupo de '
comparacion 100 80,5 8,5 4.0 - 0,085
3 _
Grupo de
comparacion 150 79,6 9,5 45 0,092
4
Grupo -
experimental 100 90,5 50,5 30,5 0,51
1
Grupo
experimental 150 92,5 51,5 31,5 0,62
2
Grupo
experimental 180 95,5 55,0 34,0 0,80.
3
Grupo :
experimental 190 96,5 54.5 33,5 0,89
4

En la Tabla 1, los porcentajes de division se determinaron a los 90 a 120 minutos
después de la fertilizacion. Las tasas de supervivencia de los embriones divididos se
registraron en (las huevas) tras un lapso de un dia, 7 dias y 35 dias después de la
fertilizacion. Como se muestra en la Tabla 1, los grupos experimentaleé 1 a 4 tienenb
porcentajes de division y tasa de supervivencia a 35 dias después de la fertilizacion
notablemente mas altos. En la etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean
expulsadps de los huevos fertilizados se podrian producir larvas usando la combinacion
de CB y DMAP.

Ademas, la composicion de la ploidia de las larvas sobrevivientes se deterhiné en
la fecha del muestreo de las larvas usando citometria de flujo. Se midieron el peso y el
numero de cromosomas de ostras sobrevivientes recolectadas tras un lapso de 3 meses
después de la fertilizaciéon. Para propdsitos del analisis cromosomico, las ostras
sobrevivientes recolectadas se sometieron a tratamiento con colchicina (0,005%) con

alimentacion intensiva durante 12 horas. El peso de las ostras se midié con los érganos
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internos de las ostras separados de las conchas. A continuacién, los cuerpos completos
de las ostras se cortaron e inmovilizaron en una mezcla de &cido acético/metanol (1:3). Se
vertié una cantidad moderada de muestras inmovilizadas sobre una lamina portaobjetos y
se secO al aire. La lamina portaobjetos se someti6 a tincion de Leishman. Se
contabilizaron por lo menos 10 cél_ulas en metafase que no mostraban signos de pérdida
de cromosomas para cada ostra. Solamente las ostras cuyo numero de cromosomas se
determind se usaron para ellanélisis cromosdmico. Las ostras que teniah 20, 30 y 40 |
cromosomas se denominaron diploides, triploides y tetraploides, respectivamente. La
Tabla 2 muestra los resultados de la medicion del peso y el nimero de cromosomas de 50
ostras derivadas de los grupos experimentales tras un lapso de 3 meses después dé la
fertilizacion. En los resultados de medicién solamente se incluyen datos de las ostras cuyo
numero de cromosomas se contabilizé con claridad y los datos de las ostras que no tenian

células en metafase cuantificables se excluyen del analisis cromosoémico.
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[Tabla 2]

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

Floids Namer | Peso Numer | Peso Ndmer | Peso Numer | Peso

0 (%) (mg) 0 (%) (mg) o (%) (mg) 0 (%) (mg)
Diploide 1(2,0) 60 1(2,1) 60 1(2,0) 66 1(2,0) 63
Triploide 1(2,0) 90 1(2,1) 100 1(2,0) 99 1(2,0) 91

. 39 38 38 39

Tetraploide (79.6) 300 (79.2) 312 (79.6) 320 (78.0) 323
Heteroploide | 7 (14,2) 180 7 (14,6) 185 6(14,2) | 190 7 (14,0) 192
Mosaico 1(2,0) 62 1(2,1) 65 1(2,0) 67 24,1 68

49 48 49 50 ,

- Total (100) 268,8 (100) 287,8 (100) 273,2 (100) 2846

Como se muestra en la Tabla 2, las ostras tetraploides estaban ocupadas en un
porcentaje de 78% a 79,6% con ostras de tamarfio de 1 a 4 cm tras un lapso de 3 meses
después de la fertilizacion.

Como se puede ver en los resultados de esta modalidad, las ostras tetraploides
pudieron ser producidas con alta eficiencia usando una combinacion de CB y DMAP en la
etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados.

Las ostras tetraploides producidas podrian criarse en las mismas condiciones de
cria que las ostras diploides naturales. Ademas, podrian producirse ostras triploides
cruzando las ostras tetraploides con ostras diploides. Asi mismo, la cria en-y-en entre las
ostras tetraploides producidas podria dar lugar a diferentes tipos de ostras tetraploides.

Aunque la presente invencién ha sido demostrada y descrita de forma particular
haciendo referencia a modalidades ejemplares de la misma, la persona medianamente
versada en la materia técnica correspondiente entendera que se pueden hacer varios
cambios a la forma y detalles de la misma sin apartarse del espiritu y el alcance de la
presente invencion. Las modalidades ejemplares se dan con el propoésito de ilustrar la
invencion, no en un sentido limitante. Asi pues, la presente invencion tiene por objeto
cubrir las modificaciones y variaciones de la presente invenciéon siempre y cuando caigan

dentro del alcance de las reivindicaciones anexas y sus equivalentes.



LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un método para producir ostras tetraploides viables, que cohprende las
etapas de:
5 | fertilizar huevos de ostras hembras triploides con espermatozoides de ostras
machos diploides; |
impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados; y
producir ostras tetraploides viables mediante el cultivo de los huevos fertilizados,
10 que se caracteriza porque la etapa de impedir que los primeros cuerpos polares
sean expulsados de los huevos fertilizados incluye poner en contacto los huevos

fertilizados con citocalasina B (CB) y 6-dimetilaminopurina (DMAP).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque la
15 etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados incluye poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y

6-dimetilaminopurina (DMAP) al mismo tiempo.

3. El método de acuerdo con la reivindicacidon 1, que se caracteriza porque la
20 etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados incluye poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y

6-dimetilaminopurina (DMAP) de forma secuencial.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque la
25 etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados incluye poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB) y

luego poner en contacto los huevos fertilizados con 6-dimetilaminopurina (DMAP).
5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque la

30 etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos

fertilizados incluye poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB)

- 10 -
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en un intervalo de tiempo de 30% a 90% del tiempo durante el cual los huevos
fertilizados eyectan los primeros cuerpos polares, y luego poner en contacto los
huevos fertilizados con 6-dimetilaminopurina (DMAP) en un intervalo de tiempo de
50% a 90% del tiempo durante el cual los huevos fertilizados eyectan los priméros

cuerpos polares.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que se caracteriza porque la
etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados incluye poner en contacto los huevos fertilizados con citocalasina B (CB)
durante 5 a 15 minutos después de la fertilizacion de los huevos, y luego poner en
contacto los huevos fertilizados con 6-dimetilaminopurina (DMAP) durante 8,3 a 15

minutos después de la fertilizacidén de los huevos.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que se caracteriza porque la
etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huévos
fertilizados incluS/e afiadir los huevos fertilizados a citocalasina B (CB) en una
concentracion de 0,25 a 1,0 ppm en dimetilsulféxido (DMSQ) y 6-dimetilaminopurina

(DMAP) en una concentracion de 0,25 a 1,0 ppm en dimetilsulfoxido (DMSO).

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, que se caracteriza porque la
etapa de impedir que los primeros cuerpos polares sean expulsados de los huevos
fertilizados incluye afiadir los huevos fertilizados a citocalasina B (CB) en una
concentracion de 0,25 a 0,75 ppm en dimetilsulféxido (DMSO) y 6-dimetilaminopurina’

(DMAP) en una concentracién de 0,25 a 0,75 ppm en dimetilsulfoxido (DMSO).
9. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que se caracteriza poquie la
puesta en contacto se lleva a cabo en un intervalo de tiempo de 30% a 90% del

tiempo durante el cual los huevos fertilizados eyectan los primeros cuerpos polares.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque la

puesta en contacto se lleva a cabo durante 5 a 15 minutos después de la fertilizacion
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de los huevos.
11. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque el

cultivo se lleva a cabo en condiciones de temperatura de 18°C a 30°C y salinidad de

17 ppt a 33 ppt.
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RESUMEN DE LA REVELACION

Un ejemplo detalilado de la presente invencién proporciona un método para
producir eficientemente ostras tetraploides usando una combinaciéon de citocalasina B

(CB) y 6-dimetilaminopurina (DMAP).
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