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Resumen

Colombia tiene una buena infraestructura para e cultivo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
con la cual se produce €l 14% de la produccion anual nacional, ubicandola en un tercer lugar después
del hibrido de tilapia roja (Oreochromis spp.) y la cachama blanca (Piaractus brachypomus) con 32%
y 24%, respectivamente. En este momento, la produccion de esta especie es relevante mediante los
procedimientos tradicionales, pero siguen siendo insuficientes para satisfacer la demanda nacional
e internacional. Para mejorar su produccién, la biotecnologia, proporciona las mejores ventajas en
crecimiento y manejo debido al efecto de esterilidad producido por la poliploidia, a través de la
manipulacién cromosdémica mediante choque térmico para obtener individuos triploides. Este texto
presenta los conceptos bioldgicos basicos y 1os elementos técnicos apropiados para obtener un alto
porcentaje de triploides en esta especie para Colombia.

Palabras clave: biotecnologia, manipulacién, genética, peces, Salmonidae, triploides.

I ntroduccién

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es una
especi e fordnea con una continuarenovacion através
de las importaciones masivas de ovas desde los sitios
de produccion en Estados Unidos haciazonas de cultivo
de alta montafia en Colombia, convirtiéndola en una
de las mas importantes especies en la acuicultura de
aguas continentales en nuestro pais. Su introduccion
serealiz6 en 1939 para €l repoblamiento de aguas de
uso publico en la zona Andina con fines de pesca
deportiva, especificamente, en el Lago de Tota en
Boyaca (27, 33). Actualmente, el departamento de
Antioquiaesd primer cultivador en el &mbito naciona
seguido por los departamentos de Cundinamarca y
Boyacd, quienes en conjunto producen
aproximadamente el 60% de la produccion nacional
que asciende a 7.065 toneladas/afio, situandola en
tercer lugar, después del hibrido de tilapia roja
(Oreochromis spp.) con 19.842 toneladas/afio y la
cachama blanca (Piaractus brachypomus) con
13.446 toneladas/aio (18). Los avances acanzados
en laproduccién detruchaarcoirisen el departamento

deAntioquiamediantelos procedimientostradicionales
son relevantes, pero siguen siendo insuficientes para
satisfacer lademanda nacional e internacional.

Colombia ha permanecido a margen de muchas
de las aplicaciones biotecnoldgicas en peces como
mani pulaci6n cromosdmica(ginogénesis, androgenesis
y poliploides), latecnologia de la expresion proteica,
losandlisis de caracterizacién genéticapoblacional, e
mapeo génico, lasvacunasde DNA, y |os organismos
modificados genéticamente (OMG). Muchos paises,
con amplia tradicién pesguera en Asia, Europa y
Norteamérica, reconocen la utilidad de estas
metodol ogias en la acuicultura como una estrategia
para €l desarrollo de una mayor fuente de proteina
anima paraaimentar grandes gruposhumanos, y crear
otrosderivados nutritivos paraladietaen animalesde
ceba (40).

Por lo tanto, labiotecnol ogia, como metodologiade
trabgj o, abre laposibilidad de aumentar laproduccion
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bajo los pardmetros de seguridad alimentaria y
produccion primaria a pequefios cultivadores en
Colombia, proporcionando peces con mejoresventajas
como mayor tamano y peso corporal mediante la
manipulacién genética, y especificamente, la
produccion de individuos triploides. La ventaja que
poseen | os pecestriploides para seguir siendo viables
apesar de tener un nimero superior de cromosomas,
evento poco frecuente en otros animales superiores,
los hacen muy apropiados para la manipulacion
cromosomicasin el uso de aditivos quimicos, hormonas
0 complejos procesos de biologia molecular (p.e.
OMG), gue en muchos casos, poseen restriccion para
el consumo humano en paisesimportadores.

Debido a éxito delatruchaarcoiris (O. mykiss) en
nuestro pais, y ala carencia de una metodologia
establecida para la produccién de triploides en
Colombia, se propone un esquema general de
tratamientos con choque térmico en caliente para
obtener un ato porcentgje de ellos. Asi mismo, se
presentan |os conceptos basi cos para su comprension
eimplementacion.

Ventajas de los organismos triploides

En salmonidos v tilapias, las hembras triploides
tienen gonadas poco desarrolladas con muy pocos
oocitos desarrollados, mientras la espematogénesis si
ocurre en machostriploides, pero laesterilidad ocurre
debido ala segregacién a azar de los trivalentes, l1os
cuales producen semen con exceso o deficiencia de
cromosomas (aneuploidia) (3, 17). Las anteriores
anomalias reproductivas redundan en unagananciaen
crecimientoy peso debido al retraso delamaduracion
sexual, evento que a hacerse presente conduce a una
reduccion en losindices de crecimiento, unincremento
de lamortalidad y el deterioro de las caracteristicas
organolépticas de la carne (2, 34), tanto asi que las
hembras de salmonidos|legan ainvertir hasta 30% de
su peso corporal en e desarrollo gonadal, lo cual les
confiere escaso valor comercia (11). El desarrollo de
las gonadas en | os organi smos dipl oi des, se acompafna
de una drastica ateracion endocrina con cambios en
lacomposicion corpora y en el comportamiento delos
animales, acentuando su territorialidad, hechosqueno
sucede en peces triploides facilitando su mangjo en
cautiverio debido alatallacomin en el lote (5, 6). La
induccién de latriploidia permite una distribucién de
lasventasalo largo del afio con unamejor planeacion
delaproduccién anual.
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Posibilidades biotecnoldgicas
manipulacién cromosomica

para

L a biotecnol ogia ha hecho grandes contribuciones
en todas las disciplinas de las ciencias biomédicas, la
agriculturay lasindustriasfarmacéuticasenlasUltimas
décadas, |o que posibilitasu aplicacién enlaacuicultura.
L os mejoramientos de estas caracteristicas productivas
han sido principalmente dirigidos por programas de
seleccion genéticay manegjo sin aditivos aumentando
sus ventajas comerciales. La mayoria de estas
tecnol ogias estan fueradel a cance delosacuicultores
colombianos por los costos que implicalaimportacion
de equipos, y la falta de profesionales altamente
capacitados en ciencias basicas que promuevan la
investigacién en este sentido.

Dentro delamanipulacion cromosdmicaen peces,
se destacan los avances realizados en ginogénesis,
androgénesis y poliploidias en muchas especies de
peces (1, 20), y de los cuales se daran algunos
conceptos generales:

Ginogénesis y Androgénesis

Esta metodologia involucra el desarrollo de un
organismo con cromosomas solamente de origen
materno, lo cual se obtiene mediante fertilizacion de
semen irradiado con ovas normales (ginogénesis), 0
cromosomas de origen paterno, fertilizacién de ovas
irradiadas con semen normal (androgénesis). Lo
anterior produce un organismo haploide, al que sele
debe restablecer su estado diploide a través de un
choquetérmico o por medio delafusion dedosnicleos
haploides. Asi mismo, se puede hacer ginogénesis y
androgénesisfertilizando ovas de hembrastetraploides
con semen irradiado (ginogénesis), o fertilizar ovas
cuyo material genético hayasido irradiado con semen
de un macho tetraploide (androgénesis) (13, 20).

Poliploidias

Se puede definir la poliploidia como un tipo de
variacién numeérica que afecta a conjunto de los
cromosomasdelas cd ulasaumentando o disminuyendo
lacantidad de ellos (1, 24). Por lo tanto, lapoliploidia
inducida, como por gjemplolostriploidesotetraploides,
se refiere a la produccion de individuos con una
composicion extra de cromosomas, tres o cuatro,
respectivamente. La manipulacién cromosdémica en
peces se inicid a principios de la década de los afios
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ochentaen Franciay los Estados Unidos, con buenos
perfiles de crecimiento y produccion en los cultivos
tradicionalesexperimental es (9, 10, 39). Laproduccién
de poliploides mediante el tratamiento fisico de los
gametos se ha convertido en una importante
herramienta comercial para la industria de la
acuicultura mundial, centrada principalmente en la
produccién deindividuostriploides en varias especies
de peces (20).

El perfeccionamiento de lastécnicas desarrolladas
paralamanipulacion de laploidiaen peces havenido
acompanado de un aumento en el interés por la
viabilidady € rendimiento delosindividuostriploides.
Los efectos de la induccién de triploidia en el
metabolismo (28, 29), la fisiologia (2, 16, 42), los
pardmetros citogenéticos (22, 35), la estructura de
organosy tejidos (15, 23), e comportamiento (19, 21)
y lacaidad y conservacion de la canal (14) han sido
investigados en varias especies de teledsteos.
Consideramos que la produccién de peces triploides
mediante chogque térmico en caliente esunaposibilidad
biotecnol6gica viable para implementar en nuestras
trucheras porque requiere de un bajo presupuesto, y
los conocimientos fundamentales de un personal
capacitado.

Inseminacion artificial

Recibe el nombre de inseminacion artificial en
peces, €l proceso de mezclar el semen de un macho
obtenido mediante leve presion abdominal con los
ovulosy liquido folicular de unahembraobtenidos de
igual forma en un recipiente externo. Como
consecuenciadelapuestaen contacto delos gametos,
los 6vulos son fecundados por |os espermatozoides,
originandose una célula denominada ova o cigoto, de
cuyo desarrollo se forma un nuevo individuo. Este
procedimiento se realiza en ausencia de agua
recibiendo el nombre de método seco, cuyos resultados,
en porcentaje de évulos fecundados, son mucho
mejores ya que en presencia de agua, tanto los
espermatozoides como los oocitos, se activan
rédpidamente disminuyendo las posibilidades de
fecundacion (36). Se considera que la inseminacion
artificial en seco eslaformamés adecuada paratener
un mayor control sobrelamanipulacion cromosomica,
ya que se debe controlar el momento de contacto de
losgametosy el tiempo defertilizacion paraaplicar e
tratamiento.
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M ecanismo de la fecundacion

Con motivo de la penetracion del espermatozoide,
el oocito seactivay siguealatelofasell delameiosis
paraexpulsar el segundo cuerpo polar (1). En el medio
natural acuatico, |os oocitos emitidos absorben unagran
cantidad de agua por 6smosisy pasan répidamente de
unaciertaflacidez aunagran turgencia, haciendo que
el micrépilo se cierre y el espermatozoide quede
atrapado en €l interior del oocito. En el transcurso de
20 a30 minutos se completalameiosiscon € resultado
final de la existencia de dos agrupaciones
cromosomicas en el citoplasma, procedentes de cada
uno de los progenitores |os cuales poseen un nimero
haploide de cromosomas. El prontcleo portador del
material cromosdmico del macho se fusiona con el
pronucleo de lahembra dando origen aun organismo
con un nimero de cromosomas diploide. En los casos
de ginogénesis y androgénesis, la irradiacion de uno
delos dos gametos destruirialainformacion genética
haploide, pero no su viabilidad por lo que el procesode
fecundacién procede de igual manera a lo expuesto.
L os procesos de mantenimiento y cuidado después de
la fecundacién en trucha arco iris (O. mykiss) son
ampliamente conocidosy existe unaextensaliteratura
al respecto en Colombia (32). Asi mismo, se cuenta
con la experiencia en muchas estaciones piscicolas
gquehanmantenido & cultivo por largo tiempo en nuestro
pais, lo cual garantiza un ato porcentgje de éxito
reproductivo.

Procedimientos para
cromosomica

la manipulacion

Aunque la poliploidia es un fendmeno de baja
probabilidad en peces del medio natural, sufrecuencia
aumentaen laacuiculturadondelos métodos sel ectivos
parasu induccion como choques térmicos, por presion
0 agentes quimicos son de uso habitual. En este texto,
solo considerard el método de choquetérmico por ata
temperatura por ser el mas facil para cualquier
acuicultor, ya que es posible disponer de los recursos
logisticosparaa canzar un ato porcentgje detriploides,
y particularmente ventgjosos debido a gran nimero
deovasque pueden ser tratadas. El procedimiento para
el choque térmico en caliente de forma experimental
en trucha arcoiris (O. mykiss) requiere de agua a
temperatura graduada con termostato y un reloj con
marcacion de segundos. Por el contrario, los choques
por presién requieren de equipos hidraulicos
especializadosy |os choques por agentes quimicos de
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sustancias de alto costo y en algunos casos de obligada
importacion.

Choques térmicos

El desarrollo del individuo desde el proceso de
fertilizacion artificial hasta el levante de los alevinos
esté regido por temperaturas muy definidas que
denotan una continuidad en el proceso. El chogque
térmico consiste en dar un cambio, ato o bajo, de
temperatura de formadréstica por poco tiempo, deta
forma que algunos procesos biol6gicos cambien, en
este caso particular, el nimero de cromosomas del
organismo. Ciertamente, el tiempo juega un papel
importante en laaplicacion del choquetérmico yaque
los extremos de temperaturas por periodos muy
prolongados causan lamuerte delosindividuos. Aunque
los choquestérmicos préximosalos0°C (choquesfrios)
han sido utilizados para la obtencion de poblaciones
triploides en esta especie, dichos tratamientos no han
demostrado ser suficientemente efectivos en el
porcentaje de triploides inducidos (8, 25). No sucede
lo mismo con loschoquestérmicoscalientes|os cuaes
han aportado excelentes resultados en trucha arcoiris
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(38), tilapias (30, 41), carpacomun (7) y peces planos
(31) con atasupervivenciade los descendientes (26).

Choque con alta temperatura para ovas de
trucha arcoiris (O. mykiss)

L os procedimientos de choque térmico en caliente
paralaproduccién detriploides, teniendo en cuentala
temperaturay laduracion del choquetérmico, asi como
tiempo después de la fertilizacion, han sido descritos
por varios autores con diferentes porcentajes de éxito
(véase Tabla 1). El procedimiento consiste en tomar
los oocitos fecundados y colocarlos en un bafio maria
con temperatura alta constante (25-28°C) por un
interval o detiempo apropiado (3 min.) parano permitir
la migracion de los cromosomas por dafio del huso
nuclear y alcanzar un ato porcentaje detriploides(38).
Se pueden obtener tanto triploides (si € chogquetérmico
se hace al poco tiempo después de la fertilizacion de
tal forma gue se retenga e segundo cuerpo polar -
choque térmico meidtico o temprano), como
tetraploides (si € choque térmico se hace unavez se
han iniciado las divisiones mitéticas, detal formaque
seduplique el nimero cromosomico - chogque térmico
mitético o tardio) (20).

Tabla 1. Condiciones apropiadas de choque térmico para un alto porcentaje de peces triploides en trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss).

Temperatura de Tiempo de Tiempo pos Porcentaje Referencia
choque (°C) duracion (min.) fertilizaciéon (min.)
25+ 0.5 3 8 Alto diploides Thorgaard, (2002) Com. personal
28+ 0.5 3 8 Alto triploides Thorgaard, (2002) Com. personal
31+0.5 3 8 Alta mortalidad Thorgaard, (2002) Com. personal
28+ 0.5 3 10 Alto triploides Cloud, (2002) Com. personal

Mortalidad por efecto del choque térmico

Ciertamente, un efecto drastico del cambio de
temperatura en el proceso de desarrollo embrionario
ocasiona una mortalidad de un 50% en promedio, lo
gue es susceptible de reducir en cada una de las
diferentes trucheras, mediante pruebas de ensayo y
error de pequefias cantidades de ovas bajo distintos
tratamientos térmicos. Sin duda, cada cultivador debe
estandarizar su procedimiento de produccién de
triploides seguin las condiciones reproductivas y de

agua.

Determinacién de la poliploidia

Para conocer e porcentge de poliploides en los
lotes donde se hayan realizado los tratamientos
térmicos, se han descrito tres metodol ogias, |as cuaes
se encuentran establecidas en las Facultades de
Medicinay de Ciencias AgrariasdelaUniversidad de
Antioquia (Medellin, Colombia). Si bien la
estandarizacion de estos procedimientos en peces no
se harealizado de forma rutinaria, su empleo estaria
determinado por la demanda que los cultivadores
establezcan como servicio para determinar la
efectividad de sus tratamientos. L as técnicas son:
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Cuantificacion mediante citometria de flujo

Esta técnica permite determinar la cantidad de
ADN sobre células previamente tefiidas con un
colorante especifico, el cual se hace fluorescente
cuando es apropiadamente excitado por laluz de un
l&ser, por lo tanto, la cantidad de fluorescencia es
directamente proporciona a la cantidad de ADN en
cada célula (11). De esta forma, si un organismo
contiene en sus células unacantidad de ADN marcado
paradiploides, triploides o tetraploides, € citometro de
flujo definird, bajo unagréfica, el porcentaje decélulas
marcadas. Esta metodologia consume tiempo en su
estandarizacion e importacién de fluorocromos, pero
eslamés confiable por la precision de los resultados.

Citogenética

Determina el numero de cromosomas de una
especie, el cual tiene un significado adaptativo y
evolutivo. En el caso de latruchaarcoiris (O. mykiss)
se hadeterminado que su nimero diploide es 2n= 58-
63 cromosomas (37, 12). En citogenética, la
determinacion se realiza contando el numero de
cromosomas en la metafase de las células, 1o que
significaque para esta especie un organismo haploide
tendria un nimero n= 29-32, triploide 3n= 87-94 y
tetraploide 4n=116-126 cromosomeas. El procedimiento
est4 estandarizado para humanos en la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia, y su
aplicacion en peces esta siendo estandarizada para
Sabaleta (Brycon henni) por el Grupo de Fisiologiay
Biotecnologia de la Reproduccion en la Facultad de
Ciencias Agrarias.

\Volumen de nlcleo del eritrocito

Debido al aumento de ADN nuclear en los
individuostriploidesotetraploides, € volumen del nlcleo
celular deloseritrocitos seincrementa, proporcionando
un valor comparativo con €l nlcleo de losindividuos
diploides (1). Para este efecto se cuenta, en el
Laboratorio de Patologia Animal, Facultad de Ciencias
Agrarias, con un microscopio adaptado aun programa
deanalizador deimagen, IMAGE-PRO*V. 4.0, & cual
permite capturar y congelar laimagen aumentada para
hacer las mediciones correspondientes a diametro
mayor y menor del ntcleo del eritrocito delacéulade
la trucha arcoiris (O. mykiss), e cual presenta una
forma esferoide. La formula propuesta para conocer
el volumen promedio delos nuicleos de | os eritrocitos
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para esta especie fue descrita por Bunge y Cussac
(4), asi: V = 4/3pa? \ donde: a= gje mayor ; b= gje
menor.

Beneficios productivos y econémicos de la
triploidia

Losbeneficiosde producir individuostriploides con
laayudade labiotecnol ogia son mucho més evidentes
en |os aspectos productivos y econdmicos ya que se
obtendria un aumento de la produccion a un menor
costo. Asi mismo, una independencia de las
importaciones obligadas de ovas triploides o sélo
hembras, que en algunos casos generan una
incertidumbre respecto de su calidad.

L as ventajas de los organismos triploi des respecto
alosdiploides en estaespecie se encuentran reportados
en Carrasco et al (5), en el cual sedeterminaron varios
parametros morfométricos deinterés comercial, entre
los que se destacan el peso corporal, de la canal
evisceraday gonadal en un periodo de observacion de
50 meses en iguales condiciones de cultivo. Si bien el
peso corpora de los dos grupos no muestran una
diferenciasignificativa hastalos 44 meses después de
la eclosion, no sucede [o mismo si se comparan los
grupos dentro del mismo sexo, en e cua los peces
triploides demuestran una ganancia de peso
significativa a partir de los 20 meses, obteniéndose
individuosdegran tamarfio paraventade carneenfilete.
Adicionalmente, se debe probar s, efectivamente, las
condicionescliméticasde cultivo end trdpico confieren
una mayor ventgja en el crecimiento corporal hasta
los nueve meses en los que se alcanza la talla
comercial. Respecto al peso delacanal evisceradase
muestran las mismas ventajas que el peso corpora en
los individuos que fueron tratados, ya que tanto las
hembras como |os machos triploides presentaron una
diferencia significativa a los 20 y 44 meses después
delaeclosién. Esta situacion se debe tener en cuenta,
s el propdsito es participar en los mercados externos
con carne fresca en filete. Indudablemente, laventgja
comercial de lostriploides estd definidapor el sexoy
especialmente por las hembras triploides, las cuales
presentaron un menor peso gonadal a partir de los 20
meses, |0 queresultaen un mayor desarrollo corporal .
De otra parte, los tratamientos para la produccion de
organismos poliploidesy su esterilidad reproductiva,
[levan una contribucion adicional como es el impedir
unaumento del nimero deindividuosen zonasnaturales
de alta montafa, restringiendo la competencia
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ecoldgica y por alimento entre especies; asi mismo,
limitando unaposi bl e hibridaci 6n con especies nativas.

Situacion actual

Colombia cuenta con excelentes condiciones
climaticas, topogréficas, hidrolégicas y edafol bgicas
paradesarrollar laacuiculturade aguasfrias mediante
el uso de la biotecnologia para trucha arcoiris (O.
mykiss). Aungue con pocatecnologia, se haa canzado
una importante produccién anua que satisface las
demandas internas y externas de forma conveniente,
un mejoramiento de los actuales procedimientos
aumentaria las posibilidades econémicas de sus
productores con miras a un mercado externo mas
competitivo. Consideramos que la posibilidad de
realizar truchas triploides es viable en nuestro pais,
para lo cual se debe hacer una alianza entre la
universidad y laempresaprivadacon mirasaconcretar
estos beneficios.

Posibilidades futuras

Una demanda constante de proteina animal para
consumo humano apartir deloscultivos en estanques,
y no por extraccion directa del medio natural se abre
paso como aternativa en paises en desarrollo como
forma de aiviar la presion por aimentacion de una
creciente poblacion mundial . Estaoportunidad de suplir
lagran demandaglobal, deja abiertala posibilidad de
un mercado de carne de pescado muy prometedor para
nuestro paissi se consigue aumentar laproduccién de

Summary
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esta especie por medios biotecnol 6gicos. Por otro lado,
el fomento del cultivo de especies nativas es una
aternativa viable si se quiere una independencia de
las grandes empresas distribuidoras de alevinos de
trucha arcoiris (O. mykiss) y tilapias (Oreochromis
spp.) en Norteamérica e Israel, respectivamente. Si
bien los paguetes tecnol 6gicos para nuestras especies
estén en g ecucion, quedatodaviamucho por hacer en
identificacidn, clasificaciony mantenimiento en cultivo
de muchas especies con gran potencial en la
acuiculturacolombiana. Esentonces, menester pensar
en fomentar grandes planes de desarrollo acuicolabajo
los esquemas de las cadenas productivas que
involucren todas las entidades gubernamentales y
privadasparacrear politicasalargo plazo en este sector.

Conclusion

Mediante el conocimiento bioldgico basicoy dela
infraestructura necesaria para la obtencion de peces
triploides es posible aumentar |a produccién actual de
trucha arcoiris (O. mykiss) en nuestro pais, no sdlo
parasuplir lanecesidad interna de proteina, sino para
aliviar la carga nutricional mundial. Es de tener en
cuenta que este proceso biotecnol égico es necesario
también en especies endémicas de aguas célidas
incluidos en los programas nacionales de fomento de
laacuiculturaen Colombia, y que se encuentran poco
exploradas. Indudablemente, 10s esquemas acuicolas
deben cefiirse a esquema de desarrollo sostenible, el
cual redundaraen un mejor manejo 'y conservacion de
las especies nativas.

Triploidy in rainbow trout Oncorhynchus mykiss: possibilitiesin Colombia

Colombia hasa good hatchery facility for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) culture, which
producesthe 14% of theannual national production, ranking it on third place after thered tilapia
hybrid (Oreochromis spp.) and the cachama blanca (Piaractus brachypomus) with 32% and 24%,
respectively. At this moment, the production of these species is relevant through the traditional
procedures, but it continuesbeing insufficient to satisfy the national and international demand. To
improve its production, the biotechnology, gives the best advantages in growth and management
duetothe sterility effect produced by the poliploidy, through the chromosome manipulation using
heat shock to obtain triploid individuals. This text display the basic biological concepts and the
appropriatetechnical elementsto obtain a high percentage of triploidsin these speciesfor Colombia.

Key words: biotechnology, fish, genetic, manipulation, Salmonidae, triploids.
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