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GLOSARIO

Alelo.- Uno de un par de genes, o de múltiples formas de gen, localizados en igual

locus de cromosomas homólosos. También denominados alelomorfo"

Biomasa.- Cantidad de materia viva. Es la cantidad de materia en ios organismos

por unidad de superficie o volumen expresado en unidad de peso. Masa de

material viviente. Es la cantidad de materia en los organismos por unidad de

superficie o volumen expresada en unidad de peso. Cantidad total de material vivo

de un cuerpo de agua particuiar,

Bloom.- Término que se refiere a un aumento explosivo de la densidad de los

organismos. ("Florecimiento"). Se caracteriza por un aumento cuantitativo notable

;" localizado de algunas especies de plancton produciendo notables decoloraciones

dei agua.

Cebadores.- Una secuencia corta de oligonucleótidos que se une en forma

*omplementaria específica a una cadena única de ácido nucleico e inicia la

síntesis de esa cadena en presencia de ADN polimeraza y nucleótidos en una

reacción de PCR.

Código genético.- Las instrucciones contenidas en un gen que le dicen a la célula

cómo hacer una proteína específica. A, T, G, y C son las "letras" del códigi:

XXIV



genético y representan las bases nitrogenadas adenina, timina, guanina y citosina,

respectivamente. Estas bases junto con vn untcar y un enlace fosfato constituyen

ios nucleótidos que son la unidad fundamental del ADN. En cada gen se

combinan las cuatro bases en diversas formas, para crear palabras de 3 letras que

especifican cuál aminoácido es necesario en cada paso de la elaboración de la

proteína.

Codominantes.- Tendencia que tienen los organismos de presentar ambos alelos"

es decir uno del padre y uno de la madre.

Consanguinidad.- También conocido como lnbreeding. Parentesco sanguíneo

que presenta una población determinada de individuos, coffespondientes a un

parentesco común.

Cópula.- Proceso mediante el cual se produce la unión del macho y la hembra"

Existen dos casos de cópulas. En el momento de la cópula, solamente hay un

contacto entre las cloacas del macho y la hembra en el primer caso, mientras que

en el segundo, hay una verdadera penetración.

Cromosomas.- Estructuras complejas, frlifornes que se ven en los núcleos de

animales y plantas durante la cariocinesis y que llevan las unidades genéticas

airneadas.
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Diversidad genética.- Variación de la composición genética de los individuos

dentro de una especie o entre especies; variación genética heredable dentro de una

población y entre poblaciones.

Eclosión.- Proceso de emergencia de un ejemplar desde el huevo o de una

envoltura iuvenil llamada también rotura del huevo.

Electroforesis.- Es la técnica por la cual mezclas complejas de moléculas como

proteínas, ADN o ARN se separan en un campo eléctrico de acuerdo al tamaño y

a su carga eléctrica. La electricidad empuja las moléculas a través de los poros de

an gel, que es una sustancia firme como la gelatina. El gel puede hacerse de

l;lanera que sus poros tengan distintas dimensiones para separar las moléculas

según un rango específico de tamaños y formas. Las moléculas más pequeñas

migran más rápido que las más grandes.

Endogamia.- Término aplicado a ciertas costumbres que se practican en algunas

sociedades aniiguas, tribus o clan.

Especie.- Grupo de organismos que pueden reproducirse libremente entre sí, pero

no con miembros de otras esoecies.

Especiación.- Conceptos fundamentales aplicados en la clasificación de cualquier

tipo de organismos vivos. Clasificar una especie de organismo vivo en particular.
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Fenotipo.- Características fisicas que presenta un individuo. Son todos

caracteres observables que poseen los organismos. Composicién física de

determinado individuo.

Fertilidad.- Se refiere a la capacidad o la posibilidad de tener hijos. Se puede ser

fértil y no haber tenido aún ningún hrjo, o se puede haber tenido hijos

anteriormente (ser fecundo) y, en cambio, haber perdido posteriormente la

fertilidad.

Filogenia.- Ordenación de las especies en tacones superiores y construcción de

árboles evolutivos basados en relaciones evolutivas (naturales).

Flanqueante.- Dícese al sistema defensivo que en todas las partes se defiende

entre sí.

Fluorescencia.- Emisión esponülnea de radiación (luminiscencia) desde una

entidad molecular excitada sin modificar su multiplicidad. Ciertos cuerpos tienen

la propiedad de emitir luz cuando actuan sobre ellos diversas radiaciones. Esa

fluorescencia se aprovecha para la radioscopia y para las pantallas reforzadoras.

Gen.- Unidad básica de la herencia. Unidad constituida de nucleoproteína que

conlleva los factores responsables de la transmisión de todas las característicae

innatas hereditarias tanto en animales como veqetales.

los
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Generación.- Grupos de organismos que tienen un común progenitor

progenitores comprendidos en un solo nivel de la línea descendiente.

Genoma.- Dotación y composición genética de una especie. Juego haploide de

cromosomas.

Genotipo.- Composición genética de un individuo, generalmente referido a una o

varias relevantes en un determinado aspecto.

Germoplasma.- Se define germoplasma como el conjunto de genotipos que

refleja la variabilidad genética de una especie. Se divide en tres tipos: Primarios,

secundarios y terciarios.

Herencia mendeliana.- Forma en que se transmiten los genes y por ende los

rasgos de padres a hijos. Entre los ejemplos de herencia mendeliana están la

autosómica dominante, la autosómica recesiva y los genes ligados al sexo.

Heterocigotos.- Que posee dos formas diferentes de un gen en particular; cada

una heredada de cada uno de los progenitores.

Homocigotos.- Que posee dos formas idénticas de un gen específico heredadas de

cada uno de los progenitores.
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Hibridación.- Apareamiento de bases de hebras únicas de ADN o ARN.

Inseminación.- Inseminación artificial es un método de reproducción que consiste

en la deposición del semen en el sistema reproductivo de la hembra por medio

instrumental reemplazando al servicio natural por el macho.

Isoenzima.- Usado para abarcar la totalidad de ejemplos de distintas lbrmas

fisicamente de la actividad catalítica. Las Isoenzimas eslán comúnmente en el

tejido de todos los vertebrados, insectos, plantas, y organismos unicelulares. Son

proteínas que catalizan reacciones químicas en los seres vivos.

Lilopenaeus vannamei- Crusüiceo perteneciente al grupo de los litopenaeus.

Locus.- El lugar del cromosoma donde está localizado un gen específico, es la

4irección física del gen. El plural es "loci".

Macroevolución.- La macroevolución, es 1o que debiera haber ocurrido si la

evolución hubiera debido llegar a la primera célula" o saltar a través de los

genotipos, digamos que desde un reptil a un ave. Se refiere a como pudieron

surgir formas de vida viables totalmente desarrolladas totalmente por accidente.

Mapa genético.- Representación gráfica de la localizacion lineal de los genes en

un cromosoma; están posiciones son determinadas por los porcentajes de
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recombinación en experimentos de cruzamientos, Denominados también mapas

cromosómicos.

Mapeo genético.- Mapa basado en las posiciones relativas de los genes en un

cromosoma y de la distancia entre ellos.

Marcador.- También conocido como marcador genético, es un segmento de ADN

cuya herencia se puede rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser un

segmento de ADN sin función conocida. Dado que los segmentos de ADN que se

encuentran contiguos en un cromosoma tienden a heredarse juntos, los

marcadores se usan a menudo como formas indirectas de rastrear el patrón

hereditario de genes que no han sido aún identificados, pero cuyas ubicaciones

aproximadas se conocen.

Microsatélites.- Son secuencias de bases nucleótidas que se Dresentan de forma

repetitiva en el genoma y sus repeticiones van de dos a seis pares de bases.

Mutaciones.- Una alteración estructural permanente en el ADN. En la mayoría de

los casos, tales cambios en el ADN pueden no tener ningún efecto, o por el

contrario causar daño, pero en ocasiones una mutación puede mejorar la

probabilidad de supervivencia de un organismo y pasar el cambio positivo a sus

descendientes.
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Nauplios.- Fase larvaria primitiva en distintos grupos de crustáceos, es una forma

libre y presenta tres pares de apéndices, que corresponden a las dos pares de

a*tenas y a las mandíbulas, y está provisto de un ojo impar

Nucleótido.- Uno de los componentes estructurales o unidades constituyentes del

ADN o del ARN. Un nucleótido consta de una base (adenina, timina, guanina,

uracilo o citosina), más una molécula de azúcar y una de ácido fosfórico.

Oligonucleótidos.- Porción mínima de unas de las unidades estructurales del

acido nucleico (DNA).

Pedigrís,- Grado de parentesco de un individuo, generalmente cual es su

procedencia y quienes son sus padres.

Pentanucleótidos.- Son secuencias de bases nucleicas que se repiten cinco veces

sus pafes de bases en el genoma. Su extensión comprende de 20 a 100 pares de

bases.

Perfilador.- Instrumento utiiizado para medir organismos de tamaños muy

inferiores. Generalmente nauplios de camarones y artemias.
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Poliacrilamida.- Sustancia quimica altamente tóxica. Sus exposiciones directas y

seguidas producen efectos cancerígenos. Se utilizapara crear un tejido denso en el

cual se tiñen bandas de DNA amplificados

Polimerasa.- Enzima que enlaza nucleótidos entre si para formar cadenas

polinucleótidas.

Polimérficos.- Coexistencia de distintas formas senéticamente determinadas en

una poblacién. Exhiben un gran número de alelos variables en una muestra.

Polimorfismo.- Es la existencia de dos o mas alelos de un gen presentes en una

población, en una frecuencia significativa

Postlarva.- Estadíos posteriores de los organismos (Despues de larvas),

generalmente despues de dos semanas de haber existido.

Presión de selección.- Factores que influencian la dirección de la sección natural,

generalmente la presión utihzada en un proceso de selección.

Primers.- (Iniciadores). Constituidos por una secuencia de bases nucleótidas, es

un elemento necesario para el proceso de replicación del DNA en el PCR. El

primers se ubica en la cadena molde para empezar la respectiva replicación a la

cadena orisinaria

XXXII



Productividad.- Cantidad de materia orgánica, o su equivalente a materia seca,

carbono, o contenido energético, que se acumula durante un determinado período

de tiemno.

Proteínas.- Una molécula compuesta por una o más cadenas de aminoácidos. Las

proteínas desempeñan una amplia gÍlma de actividades vitales en la célula.

Proteinaza IC- Sustancia que rompe las proteínas de un tejido en la extracción

del DNA para facilitar el proceso del PCR.

Radioactividad.- Es cuando los átomos que constituyen Ia materia suelen ser,

generalmente, estables pero algunos de ellos se transforman espontiíneamente y

emiten radiaciones que transportan energía.

Rotíferos.- Son organismos pluricelulares, de pequeño tamaño, visibles a través

de microscopía óptica, Presenkn un órgano rotatorio, con cilios, de movimiento

giratorio, creando fuertes corrientes de agua que le sirven para captar su alimento.

Tandem.- Colocados unos tras otros.

TEMED. - Químico utilizado para la preparación de los geles de poliacrilamida

en el proceso de electroforesis.

¡-
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Termocicl¿dores.- Equipo utilizado para llevar a cabo el proceso de PCR. Est€

aparato realualos ciclos en tiempos y temperaturas programadas de forrna exacta.

Tetranucleófidos.- Son secuoncias de bases nucleicas que se repiten cuato veces

sus pafes de bases en el genoma. Su extensión comprende de 20 a 100 pares de

bases.

Transiluminador.- La técnica de transilurninación, hoy se hace indispensable en

el katamiento de las patologías venosas, Pediatría Neonatología y Anestesiología

I-nfantil, en tanto que facilita el trabajo con precisión sobre la zona afectad4 y

agLizael proceso con menor incidencia de riesga"

Trinucleótidos.- Son secuencias de bases nucleicas que se repiten tres veces sus

Fres de bases en el genoma. Su extensión comprende de 20 a 100 pares de bases-
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ABREVIATURAS

AFLPs.- Amplifred fragment length polymorphism (Amplificación de fragmentos

polimórficos de longitud).

APS.- Ácido persulfato.

CTAB.- Cetyl-trimetil-Amonium bromide (Cetil-trimetil-Bromuro de amonio).

CHELEX.- Reactivo utilizado para la extracción del tejido de los organismos y

obtener finalmente el ADN.

DNA.- Acido dexosiribonucleica.

DNTPs.- Desoxiribonucleosidetriphosphate (Desoxirribonucleótidos trifosfatos).

g.- Gramo.

ISSRs.- Inter-simples secuence repeat (Entradas simples de secuencias repetidas).

ml.- Mililitros.

PAA.- Poliacrilamida.
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PCR- Polimerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la polimerasa).

RAPDs.- Randomly Amplified Polimorphic. DNA (Amplifi caciones polimórficas

al azar\-

RX'LPs.- Restrictions fragments length polimorphism (Restricción de fragmentos

polimórficos de longitud).

TBE.- Tampón Tris borate (Tampón tris borato).

WSSV.- White spot virus. (Virus de la mancha blanca)

TSV.- Virus del síndrome de Taura

IHI{IW.- Virus de laNecrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética

Tn.- Toneladas.

pl.- Microlitros.
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RESUMEN

El presente trabajo se refiere a la ejecución de pruebas de parentesco en camarón

blanco Litopenaeus vannamei para selección genética utilizando 14 marcadores

moleculares tipo microsatélites (trinucleótidos, tretanucleótidos y nucleótidos)

previamente evaluados según el grado de amplificación y el polimorfismo

presentado.

Se consideraron 208 reproductores seleccionados y 100 organismos reproductores

controles provenientes de un programa de selecciónreall.a;ada en el CENAIM. Se

utilizó el tipo de extracción de DNA con el método de Chelex. Se extrajeron los

pleópodos de los organismos reproductores controles y seleccionados, se tomo

una pequeña porción de tejido y se procedió al procesamiento respectivo de las

muestras. Las muestras fueron amplificadas mediante PCR y se procedió a la

visualización de las bandas a través del proceso de electroforesis empleando la

tinción de nitrato de plata.

El genotipiado de las muestras de los individuos se realizó con un software

específico llamado Gene Profiler para determinar la frecuencia alélica de la

población muestreada. Para la determinación de parentesco se utilizó otro

software que es el Kinship 1.2 y conocer de esta manera el grado de parentesco y

corsanguinidad de los reproductores. La reconstrucción de los pedigrí se lo

rcaltzó con el software Kingroup (Konovalov et al., 2A04), este permite calcular
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relaciones de pedigrí basadas en frecuencia de alelos de la población. Finalmente

se escogió a los individuos no emparentados y aptos para los respectivos cruces.

Los cruces fueron por copula natural y por inseminación artificial entre

reproductores Seleccionados-Seleccionados, Seleccionados-control y Control-

Control. Al final se obtuvieron tres tratamientos diferentes (S-S, S-C, C-C) de

organismos los cuales fu.eron muestreados y evaluados en cuanto a crecimiento

hasta estadio de postlarva 15, con los datos obtenidos de la variable estudiada se

rcalizn un aniálisis de anova simple para establecer probabilidad de las líneas en

general y conocer diferencias estadísticas significativas en los tres tratamientos

evaluados. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Scheffe para

determinar diferencias mínimas entre líneas seleccionadas y cual fue la mejor. El

software utilizado pam realizar el anrálisis de todos los datos fue el programa

estadístico DataDesk. Los mejores pesos obtenidos al final del experimento

presentaron los organismos Seleccionados-Seleccionados seguidos de los

S e leccionados-Control v los Control-Control.
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INTRODUCCION

Desde siempre, las diferentes especies animales han estado sometidas a una activa

interacción con el medio ambiente, lo cual ha generado un gran número de genotipos

adaptadm a diferentes condiciones locales, ampliando la diversidad genética. Sin

embargo, en las últimas décadas esta diversidad genética se ha visto severamente

reducida por las exigencias del mercado. Ante esta situación, uno de los desafios

actuales es buscar Ia manera de incentivar la conservación y uso racional de tros

recursos genéticos @ecerra V. Paredes M, 2000).

La reducción de la variabilidad genética en las poblaciones de mejoramiento es el

resultado de la selección direccional y la endogarnia por consanguinidad y deriva

genética. El aumento del número de familias y/o individuos selectos por familias

promueve el mantenimiento de Ia variabilidad genétic4 no obSante con frecuencia

reduce las ganancias genéticas; en tanto que el poco número de farnilias o individuos

selectos por familias, puede incrementar la ganancia genética, pero reducir la

diversidad (Zelener et aI,2üü3)-

La conservación y utilización de los recursos genéticos es de importancia estratégica

para la humanidad. Las regiones centro y sudamericana son consideradas como los

centros de mayor diversidad biológica del mundo; de hecho varias especies de



-rcrtancia acuícola se han

_ r-xJ l.

en estas regiones (Becerra V y Paredes M.

'¡s crustáceos son sin duda, son unos de los grupo de especies más importante en la

.cuacultura en el mundo, encabezados por el cultivo del camarón blanco. A la par a

'u elevada tasa de crecimiento, la industria camaronícola esta enfrentando problemas

:e diversa índole que frenan su desarrollo. Por ello, es necesaria la investigación

:ermanente sobre los aspectos que le permitan optimizar su produccién y hacer frente

a nuevos retos y problemáticas (Portillo, G 2005).

En cuanto al sector camaronero. se ha desarrollado enormemente durante los 20

últimos años a nivel mundial, y como resultado de esto, muchos países han reforzada

su producción camaronera. Sin embargo ese desarrollo se ha visto frenado debido a

graves problemas que han amenazado fuertemente la producción, como por ejemplo

la aparición de ciertos patógenos virales y la falta de líneas seleccionadas para alta

productividad.

En 1998. la industria camaronera del Ecuador se convirtió en la segunda industria

mayor importancia de exportación. Antes de la llegada de la mancha blanca,

camarón fue en el Ecuador el tercer producto de exportación.

de
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Con el fin de incrementar la productividad, se han puesto en marcha programas de

selección y mejoramiento genético, para obtener organismos de mayor peso y de

buena calidad sin tener que redueir la variabilidad genética en los individuos. Cracias

a la tecnología, los programas de me.ioramientos genéticos pueden ser acelerados al

incluir técnicas moleculares basadas en DNA (Erazo 8,2002). Estas técnicas pueden

facilitar estrategias como el monitoreo y la identificación de líneas, familias e

individuos, control de sanguinidad y el diagnóstico de características hereditarias,

dando como resultado el mejoramiento mediante la selección y combinación de genes

favorables (Lester 1999; Davis y Hetzel, 2000).

La utilización de la biología molecular en los programas de mejoramiento genético

brinda la posibilidad de realizar la selección genética a nivel fenotípico y genotípicc

pudiendo mejorar rápidamente las características que tienen baja heredabilidad

{Fjalestad et al., 2003).

Los marcadores moleculares o de ADN presentan un patrón de herencia conocido y

muestran polimorfismo, es decir, presentan distintas variantes o "alelos" del marcador

dentro de la población bajo estudia.

Los marcadores basados en microsatélites han demostrado ser útiles para la rápida

identificación y diferenciación de familias de camarones mediante PCR. Estos

marcadores presentan algunas limitaciones debido a la ocurrencia de "alelos nulos" o



a productos de tamaño idéntico que contengan secuencias distintas, por lo que es

recomendable que la amplificación por PCR se complemente con análisis de RFLP y

secuenciación toda vez que la amplifrcación por PCR no identifique directamente los

aleios.

Al momento en el Ecuador el uso de microsatélites para el mejoramiento genético en

camarones es una realidad gracias al trabajo realizado por CENAIM (Pérez Z0A2).

Con la utilizacién de los microsatélites es fácll reaLizar una selección genética, ya que

ia diversidad o frecuencia alélica presentadas en estos, nos permite determinar si

existe o no grado de parentescos entre una población dada, y escoger a los individuos

no emparentados para realizar el respectivo cruce y obtener de esta manera ganancias

genéticas.

En los programas de selección, muchas veces se obtienen ciertas ganancias genéticas

utilizando altas presiones de selección, pero esto conduce a que se pierda la

variabilidad. Aún con una presión de selección muy alta es posible seleccionar

animales de diferente contenido genético, aunque en proporciones muy bajas. La

mayoría de los animales seleccionados pertenecerán a muy pocas familias. Si nc

contamos con información de lineage, los hijos que resulten de los cruces presentaran

alta consanguinidad, producto del cruzamiento entre hermanos. En el caso del

camarón blanco, se ha demostrado que la consanguinidad es negativa para caracteres



asociados a la producción; por tanto en un programa de mejoramiento debe evitarse

por completo el cruce de individuos emparentados (Pérez20A3).

EL DNA es la molécula que contiene la información genéticapara el funcionamiento

de todo ser vivo, al ser transmitida de padre a hijos, esa información es compartida

enke individuos emparentados. El análisis del DNA permite estudiar un amplio rango

de problemas biológicos utilizando la información contenida dentro de cada individuo

(P*ez 2003).

La selección para el mejoramiento genético en especies acuícola en el Ecuador puede

realizarse en base a tres sistemas: selección masal, selección familiar y walk back

selection.

El sistema de selección familiar nos permite tener información de los pedigrís de la

población, y evitar de esta manera la consaguinidad. Consiste en la evaluación de

grupos de hermanos, derivados de diferentes cruc€s bajo condiciones similares.

Para esta selección se recomienda utilizar un número mínimo de 50 familias por ciclo

de selección. Las familias son levantadas en forma separada hasta que alcancen un

tamaño de aproximadamente I g. Una vez alcanzada esta talla, los animales de cada

familia son marcados con elastómeros (marcas de diferente color) con el propósito de

diferenciar a los individuos de cada familia; luego son sembrados en forma conjunta



en piscinas de evaluación estadística" bajo prácticas de manejo comercial para el

respectivo levantamiento de tamaño de cosecha.

A cosecha los animales son recuperados y se toman datos de supervivencia,

crecimiento y presencia de enfermedades. Los datos son evaluados y se puede generar

un índice de selección integrado. Animales de las mejores familias son a su vez

seleccionados y utilizados como padres para la próxima generación. Finalmente se

reinicia el ciclo de seleccién para seguir con los pasos previamente indicados. Este

esquema exige una alta inversión, debido a la necesidad de instalaciones dedicadas a

la actividad y al personal especializado.

La selección masal es un proceso mucho más simple y económico que la selección

familiar. Los animales a seleccionar son manejados bajo un esquema de producción

comercial y al momento de la cosecha se procede a escoger los animales con mayor

talla para utilizarlos como padres de la siguiente generación. Debido a la relación que

eriste entre presión de selección y pérdida de la variabilidad genética las presiones de

:elección recomendadas van del orden del 20 al l0oá.

Fn un proceso de selección masal, la ganancia genética está dada por la fórmular

G:l* sD*h:

)onde I corresponde a la intensidad de selección, SD es la desviación esüíndar de la

¡oblación bajo selección, y h2 es la heredabilidad del carácter en selección. De esta



ecuación el término I es el que más fácilmente puede variar y por ende influenciar de

manera importante en la ganancia genétiea"

Presiones intensas de selecciones altas inducen pérdidas de la variabilidad genética,

debido a que se seleccionan animales emparentados con alta frecuencia. Esto lleva a

que durante la multiplicación de la línea seleccionada se produzcan entre individuos

emparentados (consanguinidad), lo cual es negativo ya que induce pérdidas en el

rendimiento de caracteres comerciales, por ejemplo crecimiento y supervivencia. En

el essuema de selección masal tradicional no se cuenta con información de pedigrí de

ics animales en mejoramiento.

Las poblaciones naturales poseen alta variabilidad genética, que son el resultado de

miles de años de adaptación a condiciones bióticas y abióticas cambiantes (Sunden y

Davies, 1991 y Wolfus et al., 1997). Además, poblaciones con variantes alélicas

únicas y genéticamente diferenciadas deben tener un manejo especial para prevenir la

perdida de biodiversidad genética (Grandjean y Schlotterer, 1999). Sin información

de pedigrí, ni de variabilidad genética, y con alto grado de consanguinidad en los

cruces de animales de selección masal, se produce entonces una rápida erosión

genética, que está directamente relacionada con la intensidad de selección utilizada.

El sistema de genotipeado de walk back selection ha ganado terreno en programas de

mejoramiento de especies acuícolas, lo cual ha permitido realizar selecciones más



eficientes (Herginger et al., 1995) ytomar decisiones de selección independientes de

los individuos con características deseadas pero que han sido favorecidos por causas

ambientales (García y Benzie, 1994).

Este sistema permite seleccionar individuos mediante altas presiones de selección.

Los animales seleccionados son genotipeados con marcadores moleculares y el grado

de parentesco y los pedigrís son determinados. Animales no emparentados y aquellos

que presentan variantes alélicas interesantes o en baja proporción son utilizados como

progenitores de la siguiente generación. Con ese esquema se elimina el problema de

consanguinidad y se conserva la variabilidad genética total contenida en el grupo de

animaies seleccionados. El sistema de Walk Back Selection ha sido implementado en

salmón y ffuchas (Norris et al., 1999; O'Reilly et al., 1998) y con este método se

elimina el manejo de animales en forma separada como en el caso de familias lo cual

ieduce los costos del prog ama de selección.



JUSTIFICACION

En las últimas décadas ha existido un notorio aumento en los marcadores genétrcos

disponibles para estudios de diversidad genética. Algunos de ellos tienen diferentes

bases moleculares, pero todos eslán enfocados a determinar la organización de la

estructura genética en las poblaciones naturales y cultivadas. Además, ellos muestran

la similitud entre y dentro de las poblaciones evitando el efecto ambiental (Becerra Y.

Paredes M.2000).

Conocer la similitud entre los individuos y las poblaciones es de gran utilidad en los

programas de mejoramiento genético, pues permite, además de la organización del

material la selección adecuada de los genotipos superiores y la complementación con

datos fenotípicos para el desarrollo de una población mejorada (Vierling, R.A, et al

teez).

Las técnicas de biología molecular, basadas en el análisis de ácidos nucleicos (PCR,

microsatélites, AFLP, etc.), permiten la incorporación de nuevas alternativas para

acelerar los procesos de selección. De esta forma, es posible explorar aspectos

teóricos y prácticos relacionados con la genética de plantas, mejoramiento y análisis

de germoplasma. El esfuerzo esfá concentrado en la aplicación de técnicas que

permitan acelerar y reducir costos de los métodos convencionales de me.ioramiento



, - .rear nuevas estrategias en donde la aplicación clásica encuentra dificultades"

:;¡ disección de la información genétic4 que surge de técnicas de análisis molecuiar

::-:-. accesibles y eficientes aplicadas en el laboratorio, pueden ser posteriormente

.:relacionadas con los avances que se obtienen en los ensayos de campo mediante el

-s¡-r de la bioinformática (Bermeo 2003).

La implementación de marcadores tipo microsatélites se han convertido en una

ierramienta fundamental para determinar el parentesco de los individuos, y sin duda

.rlguna constituyen un avance muy importante en el desanollo de la biología

nolecular y la genética en general; Su utilización ha revolucionado todo el campo, y

:os resultados obtenidos hasta el día de hoy en cuanto a perfrles genétieos, mapas de

construcción genética, pruebas de parentescos y otros son satisfactorios.

Realizando pruebas de parentescos podremos incrementar la variabilidad genética

uel camarón Litopenaeus vannamei, y evitar de esta manera una consanguinidad en

la línea mejorada. Con los resultados obtenidos de estas pruebas podemos seleccionar

a los padres de la siguiente generación cruzando individuos que presenten diferentes

perhles genéticos.

La presente investigación pretende aplicar la técnica de microsatélites a un grupo de

animales seleccionados y otro grupo control que el CENAIM ha levantado dentro de

su programa de genética. La información colectada servirá para determinar el grado
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de parentescos (pedigrí) de esos animales y en base a esos datos se realizarán cruces

dirisidos entre individuos no relacionados senéticamente.

La importancia de trabajar con organismos seleccionados genéticamente constituye a

un incremento a las ganancias en cuanto a producción ya que las generaciones

siguientes de individuos presentarán mayores pesos, mayor longitud y lo que es muy

importante no se pierde la variabilidad genética de los individuos. Con un ciclo de

seleccién genética habremos obtenido ganancias del 10 7o en peso, lo que significa

que con diez ciclos de selección se habrá incrementado al doble las ganancia en

cuanto a producción y los ingresos económicos se habrán duplicados solamente

trabaiando con camarones genéticamente seleccionados.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

r Generar líneas seleccionadas para alto crecimiento mediante pruebas de

p*rentesco para incrementar la productividad de la actividad cÍrmaronera.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar parentescos en un gn¡po de reproductores de Litopenaeus

vannamei utilizando marcadores moleculares tipo microsatélites.

o Obtener el grado de conservación de variabilidad genética utilizando

microsatélites en una población derivada de cruces dirigidos.
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HIPOTESIS

¡ Los marcadores moleculares tipo microsatélites son útiles para las pruebas

d* parentesco en camarón blanco Litopenaeus vannamei

IIIPÓTESIS NULA

r Las pruebas de parentescos determinaron alta consaguinidad de los

organismos evaluados, tanto controles como seleccionados.

HIPÓTESIS ALTERNA

. Baja consanguinidad en las pruebas de parentesco, permiten el cruce de los

animales controles y seleccionados.
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1. PROGRAMAS DE MEJORAMIENTOS

GENETICOS

1.1. TECI{OLOGÍAS GENÉTICAS

Los científicos han desarrollado una serie de técnicas bioquímicas y genéticas

mediante las cuales el ADN puede ser separado y transferido de una célula a otra.

Algunos de esos métodos de laboratorio ayudan a los investigadores a estudiar las

propiedades de los genes en la naturaleza (permiten, por ejemplo, comparar los ADN

de diferentes animales para establecer distancias evolutivas). Otras técnicas de ADN

constituyen herramientas básicas en el campo de la ingeniería genética (alteración de

genes de un organismo). Esas herramientas son utilizadas en la industria para

desarrollar productos comerciales tales como cosechas más resistentes a la desecación

o a las plagas, microorganismos capaces de descomponer compuestos contaminantes

como hidrocarburos o petróleo, o capaces de producir determinados compuestos

útiles en medicina en grandes cantidades como la insulina, el interferón o

determinadas vacunas (Bailey y Bains 2003; y Benítez 2004).

Las moléculas de ADN de cualquier forma de vida tienen la misma estructura y están

ci:nstituidas por las mismas cuatro bases nitrogenadas, por lo que los científicos han

utilizado esas similitudes para introducir uno o más genes de un organismo en otrc
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diferente. Estos nuevos genes llegan a ser funcionales en el organismo receptor y a

producir la proteína deseada. Esta tecnología del ADN recombinante es la que se ha

utilizado para obtener grandes cantidades de determinadas proteínas como la insulina,

necesaria para los organismos (Bailey y Bains 2003; y Benítez 2004).

1.2. METODOLOGIAS MOLECULARES

Las metodologías moleculares han revolucionado todo el campo de la genética, el

polimorfismo basado en el DNA, se ha usado para la construcción de mapas de

ligamientos, estrategias de selección asistida por marcadores, identificación de

especies, estudios de genéticas de poblaciones y pruebas de parentescos (Araneda C

1999). El uso de marcadores moleculares en la genética ha permitido solucionar un

sin números de problemas en el campo; unos de estos es el conocer el parentescos de

un número de organismos de una población determinada, es decir cuantas posibles

familias existen en una población, de las cuales se desconoce el pedign.

Los primeros marcadores desarrollados a finales de la década de los 70, se basaron en

la identificación de proteínas e isoenzimas por electroforesis en geles de almidón o

poliacrilamida. Con ellos se abrió el conocimiento de la estructura y heterogeneidad

genética entre diferentes especies, variedades, y poblaciones de distinto origen

geográfico. Pero esta técnica tenía una limitación muy importante: no era capaz de

detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies próximas debido a que

las proteínas son el resultado de la expresión génica, que puede ser distinta de unos
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tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de un medio ambiente a otro, y de

una época del año a otra (Claros G 2003). Actualmente, los avances en biologia

molecular han incorporado nuevos marcadores, de naturaleza molecular y de mayor

sensibilidad para detectar cambios en el genotipo de los individuos, situación que ha

permitido grandes avances en este tipo de estudios (Becerra V. Paredes M, 2000).

Los marcadores genéticos.son una importante herramienta con la cual se obtiene

información genética disponible en un organismo (Ranamukhaarachchi et al., 2000).

Las técnicas moleculares permiten, en general, sondear la complejidad y variabilidad

del contenido genético de los organismos. Este tipo de información puede servir para

múltiples objetivos que cubren un amplio rango desde el individuo hasta las

categorías taxonómicas más amplias. Las principales aplicaciones a las que se les

puede dar a las técnicas moleculares son: identificación individual, sexo, paternidad,

parentesco, filogenia intraespecífica, especiación, hibridación, introgestión, filogenia

de especies, macroevolución y aplicaciones en biología de la conservación.

Aunque el uso de marcadores bioquímicos y moleculares en estudios de diversidad

genética es limitado por el costo de los reactivos, y en algunos casos por el elevade

costo de los equipos, los avances técnicos que estas tecnologías han alcanzado en los

últimos años, los hacen más accesibles a los genetistas y a los programas de

mejoramiento. Ambos tipos de análisis son complementarios en la caracterización

morfológica y agronómica del germoplasma y en el entendimiento de la diversidad y
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estructura genética de las poblaciones, especies y taxas (Becerra V. Paredes M,

200s).

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, la mayoría de ellos son derivados

de la aplicación de la Reacción en cadena de la polimeraza o PCR. Un buen marcador

molecular debs reunir una.serie de características para maximizar su utilidad: una

buena distribución a lo largo del genoma, alto grado de polimorfismo, la técnica para

utilizar el marcador debe ser nípida y práctica y debe poder repetirse con fiabilidad er

otros laboratorios (Arenguren y Jordana 2404.

Todas las tecnologías que engloban a los marcadores moleculares para la

identificación de genotipos de interés mediante análisis de fragmentos (microsatélites,

AFLP's, SNP's, etc....) son susceptibles de ser analizadas a través de la

instrumentación existente en la Unidad de Secuenciación (Cousinou y Pérez 2004).

En familias obtenidas por cruzamiento entre especies muy distantes

filogenéticamente, cualquier marcador codominante suele ser útil, sin embargo,

cuandc los parentales están genéticamente más relacionados, es más difícil encontraí

va¡iabilidad en cada locus. Por esto, la efrciencia de los microsatélites aumenta

respecto a la de isoenzimas, debido a que presentan mayor grado de polimorfismos

(Ruiz C 200?\.
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1.3. MARCADORES MOLECULARES

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies vegetales.

animales y microbianas basándose en el fenotipo. Las mejoras genéticas eran posible

gracias a la variabilidad genética, ala heredabilidad del carácter que se quería aislar.

a la eficacia e intensidad de la selección aplicada, y al tiempo necesario para realizar

un ciclo de selección. Sin embargo, quedan muchos aspectos desconocidos, como son

el número y efecto de los genes implicados en la expresión de un carácter, la

localización de estos genes, y su función fisiológica. Por otra parte, la taxonomía

=iempre ha estudiado características morfológicas, lo cual requiere observaciones

muy exhaustivas de los organismos en diferentes estadios de desarrollo. Los criterios

utilizados carecen muy a menudo de deftnición y objetividad y, en cualquier caso, son

marcadores ambiguos debido a las influencias ambientales (Claros G 2003).

Afbrtunadamente la aparición de los marcadores moleculares está ayudando a

eliminar tanto los inconvenientes de una selección basada en el análisis exclusivo del

fenotipo, como la identiflrcación de especies y variedades de una forma más rigurosa

y repetitiva (Claros G 2003).

De forma metaforica, un marcador es como una señal de humo dentro de la

ir¡formación hereditaria (el ADN). Nos permite identificar la presencia de un gen a

gran distancia y de forma sencilla. Dependiendo del carácter, nos serán útiles unos u

otros marcadores. Actualmente. existe un gran número de marcadores de ADN. Basta
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decir aquí que los más utilizados son los llamados "microsatélites".El análisis de qué

marcadores estiin asociados a caracteres de interés económico se facilite

enormemente si se dispone de un mapa genético (Pérez-Enciso M, 1998).

1.4. MARCADORES GENETICOS

Existen varias herramientas para evaluar el estado actual de la diversidad genética en

ias poblaciones naturales productos de los avances en biología molecular (Silva y

Ruso, 2000). Los marcadores genéticos se basan en la información contenida en las

proteínas o en el DNA de cada individuo, y han aparecidos en una gran variedad de

formatos. Marcadores basados en la reacción en cadena de la polimeraza {PCR) han

sido diseñados para detectar diferencias en la secuencia de DNA. Sin embargo la

elección entre una técnica y otra depende de la disponibilidad de equipos,

factibilidad económica y cantidad de variación detectada (Silva y Ruso ?000).

El desarrollo de los marcadores genéticos de DNA ha marcado una revolución en la

genética en general. La aplicación de marcadores genéticos ha permitido el rápida

progreso en investigaciones de variabilidad genética en acuacultura, reproducción,

asignación de parentales, identificación de especies, y construcción de mapas

genéticos de alta resolución. Los requerimientos, ventajas y desventajas de los varios

tipos de marcadores son discutidos, junto con sus aplicaciones en una variedad de

estudios, así como la manera de explotar de forma eficiente sus potenciales en la

acuacultura genética (Liu y Cordes 2A0q. La utilización del ADN como método de
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identificación individual tiene una serie de aplicaciones. Sin embargo, tambiéa

existen una serie de limitaciones que es conveniente tener en cuenta con el fin de

establecer el marco operativo. Dos de esas limitaciones son el costo inicial de

implementación y la variabilidad detectada con esos marcadores (Cañón et a1.,2002).

En el caso de Litopenaeus vannamei y debido al trabajo base realizado localmente por

CENAIIU, esas limitaciones han sido superadas.

.{ nivel de programas de mejoramiento genético en camarones se ha demostrado el

potencial uso de marcadores específicos para familias considerando su variabilidad,

utilizando diferentes técnicas como: RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic

DNA) (Garcia et al., 1994), DNA mitocondrial (García-Machado et al,. 2001),

microsatélites o SSRs (Short Sequence Repeats) (García et al,. 1996) y RFLPs

(.García y Benzie, 1995). Una nueva fuente de marcador genético, los ISSRs (Inter-

Simple Sequence Repeat) sobrepasan algunas de las limitaciones encontradas con las

técnicas de isoenzimas, RAPDs y RFLPs (Ratnapark et al., 1998).

1.5. MARCADORES MOLECULARES TIPOS MICROSATELITES

Los marcaciores moleculares tipo microsatélites constituyen unos de los métodos

recientes para evaluar poblaciones cultivadas y silvestres. Se caracterizan por ser

secuencias simples repetitivas compuestas de uno a seis bases nucleotídicas, que se

repiten en tándem a lo largo del DNA, en organismos eucariotas. Son excelentes

marcadores genéticos moleculares porque son codominantes, es decir se puede
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diferenciar ambos alelos presentes en un individuo. Además son altamente

polimórficos, exhibiendo un gran número de bandas variables y se ajustan a los

modelos de segregación mendeliana {Goldstien y Schlótterer, 1999).

Los microsatélites son fáciles de separar y medir mediante electroforesis (Rahman,

2000) y por ello han sido aplicados pam analizar diversidad genética y diferenciación

en poblaciones silvestres de camarón. Frente a otras técnicas de marcadores

codominantes como RFLPs tienen la ventaja de que se los puede amplificar mediante

PCR a partir de pequeñas cantidades de DNA. A este se suma, que su detección es

más rápida y económica porque puede ser hecha con métodos de tinción de plata.

Este punto es fundamental ya que facilita su implantación en laboratorios con bajos

nivel de equipamientos.

En la década de los 50 la electroforesis comenzó a ser utilizada en estudios de

diversidad genética. Básicamente la electroforesis es una técnica que separa

moléculas por su movilidad diferencial a través de un solvente en un campo eléctrico

(Becerra V. Paredes M. 2000).

Cuando los microsatélites son amplificados por medio del PCR, utilizando un par de

oligonucleótidos flanqueantes como iniciadores, muestran un alto polimorfismo

debido a diferencias en longitud de fragmento. El alto polimorfismo se debe

fundamentalmente a errores de copias del microsatélite mediante deslizamientos
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accidentales de la polimeraza (slippage) durante la copia in vitro del DNA. Además

por ser altamente polimórficos se los encuentra distribuidos aleatoriamente en el

genom4 a diferencia de los \-INTR (variable numbers of tandem repeats) (Fries,

1993) los productos amplificados por PCR y los tamaños de las bandas pueden ser

determinados exactamente en geles de alta resolución (Herbinger et a/., 1995). Los

microsatélites permiten dete¡minar los pedigrís (Herbinger et al., 1995) y conocer el

grado de parentescos de los animales en base a datos obtenidos.

Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias

ventajas como son su codominancia, multialelismo y su alta heterocigocidad. El alto

nivel de polimorfismo que detecta permite una discriminación precisa entre

individuos altamente emparentados. Ademris de ser altamente polimórficos, los

microsatélites usan cantidades rnínimas de ADN, equivalentes a las que se usan en

RAPD. Las condiciones de amplificación y de reacción son especie-específicos y la

variación en el largo de los productos amplificados mediante PCR es función del

número de unidades repetidas (Becerra V. Paredes M, 2000).

En general, la amplificación de microsatélites ha demostrado que éstos son más

variables que isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. For ejemplo, en Cucumis 29

isoenzimas no mostraron polimorfismo entre dos genotipos comerciales, Dentro del

mismo género RAPD detectó un 38o/o de polimorftsmo, mientras que los

microsatélites detectaron un 7lo/o, e incluso detectaron diferencias genéticas entre
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cultivares altamente emp¿¡rentados que mediante otras técnicas no habían podido ser

distinguidos. Es así como se ha comprobado, en diversas especies, la

complementariedad de todas las téc¡ricas mencionadas anteriormente en el estudio

glcbal de la organización genética del germoplasma (Senior, M.M., et al1995).

Los microsatélites SSRs son secuencias de bases nucleótidas que se presentan en el

genoma de forma repetitiva, sus repeticiones van de dos a seis pares de bases, es decir

pueden ser dinucleétidas, trinucleótidas, tretranucleótidas, pentanucleótidas,

sextalucleótidas {Glick y Pasternak, 1998), etc, y su extensién comprende de 20 a

100 pares de bases (Goldstein Schlotterer,1999|, pueden estar ubicados en zonas

codificantes como los Eenes, en ¿ireas no codificantes en las cuales no ejercen función

alguna.

Figura l. Ejemplo de un microsatélite dinucleótido (Tomado de:

http ://www. avpa.ula. velarticulos_l ibres/AVPAconservacion.pdf.)
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/Anatomyo fa Microsatellite.htm)



1.6. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERAZA

El desarrollo la Reacción en Cadena de la Polimeraza (PCR) ha revolucionado el

campo de la Biología Molecular. El principio básico de la PCR es la amplificación

exponencial de la secuencia ADN molde, utilizando oligonucleóticos sintéticos

iniciadores cuyas secuencias corresponden con la secuencia blanco y delimitan el

segmento de ADN a amplificar. La naturaleza exponencial de la amplificación se

logra mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion, hibridación y extensión, que

conforman una ronda de amplificación. {Jhan A, Michaud A 2005).

La reacción en cadena de la polimeraza, más conocida como PCR, es una técnica que

permite replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de pocas

horas e in vitro, pequeñas cantidades de ADN. Uno de los aportes fundamentales de

esta metodología a la investigación básica en biología molecular consiste,

precisamente, en la rapidez y eficiencia mediante las cuales se realiza una tarea que

antes requería largas y tediosas jornadas. El producto que se obtiene al finalizar la

reacción es una gran cantidad de un fragmento génico con alto grado de pureza y

favorece la tarea de los investigadores empeñados en ampliar nuestros conocimientos

sobre la estructura y función de los genes. Por su alta sensibilidad, esta técnica

permite identificar un gen a partir de un solo cabello, una célula somática o un

espermatozoide (Satz, L y Kornblihtl, R. 993).
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Partiendo de este principio, la reacción en Cadena de la Polimeraza se basa en la

repetición de un ciclo formado por tres etapas: La primera es la desnaturalización del

ADN doble cadena, la segunda la hibridación de los iniciadores a la zona 3'

específica de cada una de las hebras y la tercera la extensión del cebador por

actuación de la DNA polimeraza.

En la primera etapa (desnaturalización) la doble hélice de ADN se separa en dos

hebras. Para ello se realiza una incubación de la muestra a altas temperaturas (93-

97'C). La renaturalización se producirá cuando la temperatura disminuya. En el

segundo paso (hibridación) los cebadores se unen a las zonas 3'complementarias que

flanquean el fragmento que queremos amplificar- Se realiza gracias a la bajada de la

temperatura (50-65" C). En la tercera etapa (elongación) se produce la síntesis de una

cadena sencilla {produciéndose un fragmento de doble cadena por la

complementariedad) en la dirección 5'--* 3' mediante la enzima DNA polimeraza,la

cual incorpora los desoxinucleótidos fosfato presentes en el medio siguiendo la

cadena molde. Todos estos pasos se pueden apreciar en la siguiente gráfica.
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Fieura 3. Pasos básicos itel PCR fTomado de: Andy Vierstracte 1999).

Observemos ahora en la figura siguiente que una vez completado el primer ciclo,

disponemos de 2 copias de la muestra original, al final del segundo aiclo tenemos 4,

al final del tercero 8...Si los ciclos se producen rm número "n" de veces y suponiendo

que el número de eopias de ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos una cantidad de

ADN de 2n, por lo que la amplificacién se realiza en foüna de progresión geométrica

{Prescott M y Harley M, 1999).
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Figura 4. Amplificación exponencial del PCR (Tomado

http://biotec-amgen.es/cgi-bin /wdbcgi.exeiamgen/pak_biotec.muestradoc).

Es importante recalcar que los productos obtenidos tras la tercera etapa son de dos

ripos: "producto corto" y "producto largo". El producto colto tiene una longitud

perfectamente definida por los extremos 5' de los cebadores y contiene exactamente

la secuencia que se desea amplificar. Es el fragmento que se almacena de manera

exponencial durante la reacción. El producto largo es el que incorpora las cadenas de

ADN originales de la muestra y cuyos extremos 3' no est¡ín definidos. Sin embargo,

de:
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es importante aclarar que al final de la PCR, la cantidad del producto corto sintetizado

es muy superior en comparación con el producto largo, por 1o generalmente para

posteriores estudios, a partir del productc de la PCR, se desestima (Prescott M y

Harley M, 1999).

La detección del producto.de la Reacción en Cadena de la Polimer¿¡za se realiza

normalmente mediante corrido electroforetico dependiendo del tamaño de la

amplificación y la resolución que deseemos utilizaremos diferentes medios (agarosa,

poliacrilamida) a distintas concentraciones. La posterior visualización se puede

realizar con bmmuro de estudio (limpara de luz UV), tinción de plata, fluorescencia,

radioactividad (Prescott I\4 y Harley M, 1999).

En la actualidad se desarrollan métodos para poder cuantificar el producto de la PCR,

visualizando in situ sobre tejidos (Cao, Y. y cols, 2000). Lo que hace prever un

crecimiento, si cabe mayor, del uso de la técnica de la PCR.

1.7. ANÁLISIS DE FRAGMENTOS DE DNA

Una vez que un fragmento interesante de ADN se ha aislado o identificado, los

científicos necesitan determinar si la secuencia de nucleótidos de dicho fragmento es

un gen conocido o qué clase de proteína puede estar produciendo. Esta técnica

permite determinar la secuencia específica (el orden preciso de bases nucleótidas) de

un fragmento de ADN. La mayoría de los tipos de secuenciación utilizan la técnica de
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extensión de oligonucleótido ideada por el británico Frederick Sanger. Esta técnica se

puede utilizar por ejemplo para detectar mutaciones relacionadas con enfermedades

tales como la fibrosis quístic4 o bien para alterar la secuencia de un gen y estudiar la

función de la proteína resultante.

Los analizadores genétieos que se encuentran en la unidad, se basan en electroforests

capilar y detección inducida por láser. Estos equipos permiten además de la

secuenciación automática de DNA, realizar análisis genético utilizando fluorescencia

para detectar los fragmentos generados. Esta metodología utiliza cebadores marcados

fluorescentemente con los mismos fluorocromos que se ernplean para la

secuenciación.

Mediante un programa de análisis se detectan los diferentes fragmentos que se ha

generado. Este software ofrece un análisis sencillo y rápido ya que en una misma

inyección se pueden correr hasta 3 muestras distintas puesto que al ir marcadas con

fluoroeromos distintos en el análisis se disuimina por colores (Díaz y Gascó 2004).

El análisis del tamaño de los fragmentos de DNA permite numerosas aplicaciones

como es el estudio de microsatélites en una población, estudios de DNA

frngerprinting mediante técnicas AFLPs, pruebas de paternidad, pruebas forenses, etc.
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Se pueden utilizar hasta 4 marcadores fluorescentes simultáneamente (uno de ellos

reservado para el marcador de tamaños moleculares) y combinar diferentes tamaños

alélicos en la misma muestra por lo que por cada capilar en una misma electroforesis

se pueden analizar multitud de fragmentos.

Debe evitarse el uso de aceite mineral en las reacciones de PCR. En algunos casos

puede ser necesario un paso de purificación de los fragmentos (precipitación con

etanol opurificación con "kits" específicos) antes del proceso de electroforesis.

Figura 5. Análisis de fragmento de DNA (Tomado

I'tfp ://www.unileon.es/investigaciorlltiir/saan.htm#fragmentos).
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1.8. VENTAJAS DEL ANALISIS DE DNA UTILIZANDO

N{ICROSATÉLIT5S

Es muy importante y fundamental la utilización de los microsatélites, pero el tiempo

y costo involucrado en el proceso del diseño de cada partidor es alto, sin embargo

existe la posibilidad de usar los mismos partidores en más de una especie. Esto es

debido, a que exise un grado de conservación de los microsatélites entre genomas de

especies tan distantes como son algunos mamíferos, plantas anuaies y perennes

(Wang, 2.Y., et al1992).

La identificación y verificación de parentesco basados en el ADN aumentan

significativamente el valor del registro animal y constituyen la base para una mejor*

genética continuada. El análisis del ADN microsatélite realizado en miles de animales

con la finalidad de establecer su identificación y Darentesco ha sido reconocido en los

registros de animales de pura raza en todo el mundo. Las ventajas que ofrece este

procedimiento consisten en que:

o Determinan la identidad y el parentesco con gran precisión.

Establecen un registro permanente de identidad.

Certifican el parentesco asegurando una carta genealégica correcta y la

fiabilidad del registro de sementales.
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. Proporcionan una verificación independientemente de los apareamientos v de

1a inseminación artificia!"

. Facilitan la creación y mantenimiento de

exámenes diagnésticos relaeionados con

enfermedades.

una base genética para futuros

productividad, reproducción y

1.9. PRUEBAS DE PARENTESCOS CON MICROSATÉLITES.

Las pruebas de parentesco mediante marcadores de ADN (microsatélites, SSCP's,

SNP's) precisan el conocimiento de sus frecuencias alélicas en la población originaria

(Jamieson, 1994). La proporción de bandas compartidas entre dos individuos estima

la semejanza de sus patrones de bandas Y, For tanto, sus relaciones genéticas, por lo

que permite descartar la existencia de relaciones genéticas entre individuos (Grunder

et al., 1994),

Con las pruebas de parentescos, se pretende incrementar la variabilidad genética en

camarón Litapenaeus vannannei, evitando la consaguinidad en la línea mejorada. Se

ha reportado el calculo de las estimaciones de parentescos entre y dentro de

poblaciones a partir de marcadores genéticos, mostrando una alta correlación entre las

asignaciones de parentescos a través de pedigrí y las asignaciones por el métodos de

los alelos compartidos (Bjornstad y Roed, 2001; Eding y Meuwissen, 2001).
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El principio de las pruebas de parentescos utilizando marcadores microsatélites, es

comparar su genotipo y/o su fenotipo de una población determinada. Según e{

principio menCeliano de los dos alelos qr.le presenta un individuo, uno proviene de la

madre y otro del padre, en el análisis de parentesco, los organismos presentarán

bandas homocigóticas como heterocigóticas y se sabrá a cuantas posibles familias

pertenece esta población {Arenguren J 2002).

Las pruebas de parentescos han permitido determinar la relación genética que existe

entre poblaciones diferentes de individuos o grupos de individuos de una misma

población y saber también el grado de consanguinidad de estos. Con datos como estos

ha sido posible seleccionar poblaciones silvestres de organismos y someterlos a las

evaluaciones y al análisis respectivo, de esta manera se ha podido cruzar a los

individuos no emparentados genéticamente y obtener descendientes mejorados

genotípicamente y con un mayor volumen en cuanto a peso y tamaño que sus propios

progenitores.

1.10. MEJORAMIENTO GENÉTICO

La utilidad de los microsatélites para la efectividad de un programa de mejoramiento

genético en familias de Litopenaeus vannantei ha sido demostrado mediante análisis

de la variabilidad genética, segregación mendeliana y agrupamiento del lineage,

determinando previamente la existencia de alelos nulos en las familias (Vivanco

2004|.
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Conocer la similitud entre los individuos y las poblaciones es de gran utilidad en los

programas de mejoramiento genético, pues permite, además de la organización del

material la selección aCecuada de los genotipos superiores y la complementación con

datos fenotípicos y para el desarrollo de una población mejorada (Becerra V. Paredes

M.2000).

Los programas de mejoramientos genéticos especialmente en camarones se están

realizando en base a metodologias de selección siguiendo el esquema de produccién

normal; con esto se pretende obtener individuos mejorados genéticamente cuyo peso

y tamaño sea superior al de sus progenitores. Los programas de mejoramientos

genéticos implican un proceso a mediano plazo, ya que por cada eiclo de selección se

obtiene una ganancia de un 10% en peso y tamaño, esto quiere decir que por diez

ciclos de selección habremos doblados a la mitad en cuanto a crecimiento y en

producción, y obtenido ganancias económicas sumamente representativas para el

sector camaronero en general. Ganancias más altas podrían ser posibles con el uso de

poblaciones base de mayor variabilidad genética acoplado al uso de marcadores

moleculares (Pérez F, 2004).

1.11. ESTUDIOS RE,ALIZADOS CON MICROSATÉLITES

Los programas de mejoramientos utilizados en camarones que han resistido a

enfermedades y con altas tasas de crecimiento, esta constituyendo sin duda alguna

como unos de los pasos más importantes dentro de un proceso de selección genética.
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Se ha realizado la optimización y aislamiento de microsatélites en camarón (Vivanco,

2004), y unas de las ventajas de trabajar con microsatélites con repeticiones grandes

es .iustamente su facilidad de lectura en las bandas porque no hay repeticiones

erróneas.

Los trabajos realizados gn identificación de camarones evaluando también

poblaciones naturales y cultivadas de camarón Tigre {Penaeas monodon) en Filipinas

utilizando siete microsatélites han demostrado han demostrado diferencias genéticas

significativas en poblaciones de camarones silvestres (Xu ef al.,20Al).

Los trabajos de parentescos realizados en otros organismos acuícolas como por

ejemplo la crianza en ffuchas utilizando microsatélites ha permitido seguir con un

programa de mejoramiento genético y evitar cruzamientos entre organismos

emparentados (consanguinidad). Con esto también se puede llegar a identificar a

grupos de organismos de diferentes familias a partir de las características genéticas de

los padres fHerbinger et a1.,1995).

Así mismo en México, se esta desarrollando tecnologías para el cultivo de crustáceos

utilizando marcadores moleculares tipo microsatélites (//www.cibnor.mxl), con estc

de pretende optimizar los recursos y producción y hacer frente a nuevos retos y

problemáticas en la acuacultura en ese país.
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En Colombia unos de los objetivos de la acuacultura es producir animales que serian

utilizados como una población, que sería utilizada en prácticas comunes de

conservación como es la introducción, la reintroducción y el refotzamiento de

poblaciones naturales. Teniendo en cuento todo esto se hace necesario estudiar la

estructura genética de las poblaciones silvestres. Para esto se utilizó muestras

muscula¡es de organismos y algunos microsatélites para evaluar la pérdida de la

variabilidad genética (Santacruz D, et al' 2001)'

1.12. SELECCIÓN MASAL PARA CRECIMIENTO Y RESISTENCIA

La necesidad de animales seleccionados para la producción comercial extensamente

ha sido reconocida por la industria de camarón. El empleo de animales mejorados

genéticamente mejorará la productividad y aumentará el mantenimiento de la

industria a largo plazo" Los resultados de selección para el crecimiento y Ia

resistencia de enfermedad en la especie de camarón son alentadores. Argue et al',

(2002) relatan un beneficio del2l Yopara el crecimiento y un aumento del 18.4 %o en

la resistencia TSV que usa un esquema de seleeción de familia en Penaeus vannamei.

Sin embargo la selección de familia es un gran esfuerzo, que no podrían estar

disponibles para la mayor parte de países de produccién. Por otra parte, la seleccién

masal es un proceso mucho más simple que puede ser llevado en condiciones

comerciales con instalaciones producción, maduración y charcas-
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La selección masal también ha mostrado el potencial interés para el crecimiento. En

P. stylirostris, presiones de selección variables {del 4 a 18 %) han dado un beneficia

total del 2l Ya en cinco generaciones {Goyard et al-, 2002). En Venezuela se trabajo

con selección masal con presión de selección del 50 %o y mostró un aumento del 14.5

BA en el índice de crecimiento semanal y el 17 Yo sobre la supervivencia general en I I

ciclos de selección. El efecto combinado del índice de crecimiento y supervivencia

probablemente mejorará la dirección condicionada a la producción y aumentará de

1.2 a2.1ton/F{a durante el período de selección (de Donato et al., 2005).

Heredabilidades para el crecimiento en la especies de camarones diferentes han sido

descritos antes, mostrando a una amplia gama de valores (Argue et al., 2002), 0-42 +

0.15 (Carr et al., I 997), 0,17:t0,06 y 0.340 + 0.18 (Pérez-Rostro y lbarra, 2003 a, b),

0.16 a 0.31 (Hetzel et al., 2000), 0.10 y 0.39 (Benzie et al., 1997),0.47 (Goyard et al.,

2002) y 0.24+0.05 y 0.17+0.04 (Gitterle et al., 2005). La mayor parte de los datos

relatados muestran que el crecimiento es un carácter con el moderado a alta

heredabilidad; de ahí, un programa de seleceión masal debería generar el benehcia

genético. E! potencial de selección masal esta relacionado directamente con la presión

de selección en una población criadora donde la variación fenotípica, expresado como

la desviación estandar y la heredabilidad son fijados. Una presión de selección del l0

Yo dará el beneficio genético a casi la mitad comparado con una presión de selección

del I %.
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Teóricamente la principal obligación para un proceso de selección masal es la pérdida

de variabilidad genética cuando altas presiones de selección son aplicadas. La

üsminución de variabilidad microsatélite debido a la selección o domesticación ha

sido demostrada usando a los individuos de generaciones diferentes en varia especie

r Romana-Eguia et al., 2005, Norris et al., 1999, Skaala et al., 2004, Liu et al., 2005)'

\quellos estudios fueron desarrollados usando el material biológico sacado de criar

programas donde el número eficaz de antepasados era bajo- La pérdida de

r a¡iabilidad genético y carencia de información de pedigrí en un proceso de selección

masal que conduce al aumento de niveles de inbreeding. En P. japónicus una

disminución del 6.23 Yo de variabilidad genética fue encontrada par cada 10 % de

irbreeding (Key et al.. 2004)"

I-*a producción comercial de larvas es diferente en los programas de cría establecidos.

rn Ecuador, un criadero generir más de 100 cruces por noche para la produccién

:omercial de nauplios y larvas. Este número permitiría la variabilidad genética en

:rireles buenos y reduciendo al mínimo inbreeding de ser acoplado con una dirección

,ana genética. El enganche de la producción comercial con un programa de selección

nasal permitirá a la transferencia del benefrcio genético sin retrasos la realización de

"¡-n programa de cría con precios bajo. Este enganche sería posible debido a los

:rumeros de parte de la progenie producida en el camarón, el alto número de los

:ndir iduos que son levantados durante el crecimiento hacia y el período en charcas de

39



producción y las altas presiones de selección que pueden ser aplicadas. Las

publicaciones de enfermedades como WSSV, TSV, IHHNV y NHP tendrían que ser

m:ís dirigidas. Sin embargo, !a presencia de estas enfermedades será similar a los

niveles reales ya que la mayor parte de la producción mundial usa unos individuos

seleccionados como antepasados. La evaluación inicial de enfermedad libera a

antepasados por PCR para sl¡ empleo en el criadero y en el programa de cría podría

ser posible, añadiendo un nuevo nivel de seguridad (Motte et al., 2003)'

Con este trabajo apuntamos a la evaluación de la pérdida de variabilidad genética

debido a un alto prelceso de seleccién masal de presión en el camarón blanco, P.

vannamei en la producción comercial que usa la información de microsatélites.

Información de microsatélite también fueron usados para evaluar el nivel de

diferenciación genética inducida por la selección, midiendo distancias genéticas entre

el seleccionado y control de individuos.
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2. METODOLOGIA EMPLEADA PARA LA
EJECUCION DE LAS PRUEBAS DE

PARENTESCOS

La fundación CENAIM-ESPOL esta destinada a al investigación científica, desarrollo

y difusión de la tecnología en el área de acuicultura y afines. El Centro Nacional de

Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM) "Edgar Arellano M" esta ubicado

en el recinto San Pedro, parroquia Manglaralto del Cantón Santa Elena en la

provincia del Guayas. Esta fundación ofrece oportunidades para realizar tesis de

grado en sus instalaciones. Cuenta eon muchas áreas de trabajos dedicadas a la

investigación científica, entres ellas se encuentra el átea de genética que fue en donde

se realizó el trabajo de investigación previa a la obtención del titulo de Biología

Marina. El departamento de genética cuenta con todos los equipos necesario para

realizar investigaciones de todo tipo como la utilización de marcadores moleculares,

construcciones de mapas genéticos, pruebas de parentescos entre otros.

2.1. Obtención de muestras

Para la obtención de las muestras, fueron considerados 100 organismos reproductores

controles y 208 reproductores seleccionados provenientes de una selección (familiar o

masal), reahzada en el CENAIM. Los organismos control se diferenciaban por tener

un elastómero de color rojo, y los seleccionados de color verde y amarillo.
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Los reproductores fueron colocados en tanques diferentes tanto controles como

seleccionados para tenerlos separados por tratamiento y tener un mejor control de

ellos. Los datos de extraccién, codificación de anillos, peso en gramos y sexo fueron

apuntados en una planilla de control, para luego ser ingresados a una base de datos.

2.2. MANEJO DEL EXP4RTMENTO

Los individuos fueron pescados de los tanques de maduración con un challo, se

procedió a tomar el peso respectivo de cada uno de ellos en una gramera. Con la

aruda de una pinza y una tijer4 se extrajo un pleópodo de cada individuo, luego se

los marcó con anillos de plástico y un código para facilitar su identi{icación. Las

muestras fueron depositadas en ependorf con 1,5 ml de etanol al 100 7o, con su

identificación respectiva.

2.2.1. Extracción de DNA

De las muestras obtenidas (pleópodos) se extrajo una porción de tejido, se las enjuagó

en agua destilada (para liberar el alcohol) y se los colocó en ependorf de 1,5 ml, para

posteriormente rcalizar la extracción de DNA utilizando el método de Chelex (anexo

I ). Esta extracción empieza colocando la proteinaza K que rompe las proteínas det

tejido, y adicionándole una cantidad determinada de Chelex, luego es sometido a altas

temperaturas para liberar las moléculas de DNA. La parte final de la extracción es la

centrifugación de la muestra para precipitar de esta manera lo que no se va a utilizar y

recuperar únicamente el sobrenadante {ver anexo 1). Siguiendo un protocolo de
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extracción muy minucioso se obtuvieron concentraciones de DNA considerables los

cuales servirán para la amplifrcación respectiva; las muestras reposan en ependorf de

I J rnl colocados en gradillas plásticas.

Las muestras son guardadas en frío a una temperatura de -20 oC hasta su inmediata

utilización. Cuando se las va a amplificar se las descongela y se'vuelve a centrifugar

_v'- de esta manera utilizar solamente las partículas de DNA disueltas en la muestra.

2.3. PRUEBAS DE INICTADORES (PRTMERS)

Pa¡a saber el grado de amplificación y el polimorfismo de los iniciadores, se

realizaron extracciones de DNA tanto con el método de Chelex como el método de

CTAB (anexo 2).Para esto se utilizaron 5 de las muestras obtenidas, probando una

serie de iniciadores trinucleótidos, tetranucleótidos y pentanucleótidos {Ortí2, J

2004), de los cuales se consideró el grado de amplificación y el polimorfismo

presentado.

Se siguió con los procedimientos indicados de PCR, amplificación, electroforesis,

a¡rálisis de geles, para conocer los resultados de la prueba. Al final se evalué el mejor

método de extracción y los iniciadores a utllizar en el experimento, los cuales

resultaron ser 14 de un número de 63 primers, con un método de extracción de Chelex

que resultó ser el más indicado y el que mejor resultado presentó en el ensayo.
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2.4. AMPLIFICACTÓN DE MUESTRAS (PCR)

La reacción en cadena de la polimetaza, ya más conocida como PCR, es una técnica

que permite repiicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de

pocas horas in Vitro, pequeñas cantidades de ADN. El tramo destinado a reproducirse

puede tener desde cincuenta hasta más de dos mil nucleótidos de longitud. El método

se basa, en su forma más simple en la realización de tres reacciones sucesivas

llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten cíclicamente

entre veinte y cuarenta veces {Satz L y Kornblihtt A 1993}.

Las muestras son amplificadas y para esto se utilizan unos equipos llamados

termocicladores, este aparato realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas

programadas; una vez completados los ciclos hemos tenido millones de millones de

moléculas de DNA a partir de una pequeña muestra de tejido. Las muestras estarán

lisas para sar someiidas a electroforesis.

2.5. INICIADORES UTILIZADOS

De la prueba de primers realizados inicialmente se seleccionaron un total de 14

primers (trinucleótidos, tretanucleótidos y nucleotidos), los cuales fueron utilizados

para la prueba de parentescos en un grupo de reproductores seleccionados y controles

procedentes de una selección masal, realizada por el programa de selección llevada a

"-abo 
por el CENAIM.
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Estos iniciadores fueron evaluados según el grado de amplificación y el polimorfismo

presentado, todas las muestras extraídas de los organismos tantos seleccionados como

conffoles fueron amplificaCas ccn estos 14 iniciadores-

2.6. ELECTROFORESIS

2.6.1. Armado de placas

Para empezar el proceso de electroforesis se utilizan placas de vidrios de 3 mm de

espesor, con 35 cm de ancho y 45 crn de largo (laspequeñas), Y 38 cm de la ancho y

53 cm de largo (las grandes). Estas son lavadas con jabón líquido, desinfectadas con

alcohol al 100% y secadas con papel toallas antes de su utilización.

Las dos placas son juntadas en forma paralela a manera de dos tapas; en los bordes de

unas de las placas se coloca l2O ¡il de una solución {APS y Glassbond) que actúa

como pegante y permite que el gel de poliacrilamida se pegue a la placa, y en la otra

placa se le adiciona un antiadherente para que el gel no quede sujeto a esta si no a la

otra. La solución pegante es una mezcla de ácido acético y glassbond en iguales

concentraciones. Una vez unidas las placas son selladas para evitar así que queden

espacios por donde pueda regarse la solución de acrilamida cuando estas sean

llenadas.
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2.6.2. Geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida pueden ser preparados a diferentes concentraciones y

porcentajes, los volúmenes requsridos depende del tamaño de la placa a utilizar, y la

concentración de la densidad del gel con la que se desee trabajar. Los reactivos

empleados en la preparación de los geles son: agua, TBE, PAA, APS y TEMED;

todos estos en concentraciones diferentes. Las soluciones son mezcladas y su

utilización debe ser inmediata, ya que las reacciones de estas soluciones producen

nipidamente la polimerización de la mezcla. Para la mezcla de las soluciones es

importante utilizar un agitador, el cual mantiene en constante movimiento a los

reactivos en el momento en que se esta preparando la solucién.

Una vez preparada la solución de acrilamida, se coloca de manera cuidadosa en las

placas realizando de esta manera el llenado respectivo, aquí se produce la

polimerización del gel, y el tiempo requerido para la misma depende de la

concentración a la que se haya preparado.

La concentración del gel de poliacrilamida que se utilizó fue del 6 o/o, y con este las

bandas de DNA fueron separadas. El gel debe estar inmerso en una solución de TBE

a{ 0,5X en la parte superior y lX en la parte superior.
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2.6.3. Cargado de muestr¿s

Las placas con los geles ya polimerizados son puestos en cámaras verticales de

electroforesis, que conectados e una fuente de poder permitirán que funcionen a base

de energía eléctrica. Estas placas son puestas en las cámaras y en un lapso de 15

minutos estarán listas para ser utilizadas (Período de precorrida). Las muestras son

cargadas en los geles de poliacrilamida con la ayuda de una pipeta y son depositadas

en los pozos ubicados en la parte superior del gel polimerizado. Cabe indicar que

antes de que las muestras sean cargadas se le coloca una solución tampón (loading

clay) la cual ayudará a la migración. La cantidad de muestras utilizada para cada

cargada es de 2 pl, y por una cantidad determinada de muestras se coloca 0,5 pl del

marcador a utilizar. Mientras más seguido esta el marcador genético, más fácil resulta

el análisis del gel.

Las muestras migrarán en la medida que transcurra el tiempo, la velocidad de

migración en las cámaras debe ser tal, ya quo si se exagera la migración de las

muestras no va a ser correcta y el análisis respectivo no va a ser exacto. Generalmente

se "corre" Ias muestras a 400 voltios por un tiernpo de 5 horas. Se debe tener muy en

cuenta la migración, porque si migran demasiado se perderán y no amplificarán.

Cuando se haya logrado la migración esperada, las placas son retiradas de las cámaras

verticales y quedarán listos para la tinción y el revelado que son los pasos finales de

la electroforesis.
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2,6.4. Tinción de gele

Para la tinción y el revelado respectivo de los geles se siguió el protocolo de tinción

de plata (Dinesh et a1.,1995). Este protocolo implica cinco pasos que son: Fijación,

impregnación, Enjuague, Revelado y Stop; se utilizó una gaveta plástica por cada

paso. La fijación consiste eR una mezcla de etanol al 100 o/o y ácido acético, la

rmpregnación en nitrato de. plata coÍ aguá desioniada, El enjuague es solamente

¡sua desionizadU el revelado es una mezcla de hidróxido,de sodio, formaldehído y

¡.sua desionizada,y por ultimo el stop esta compuesto de carbonato de sodio con agua

desionizada- Cada gel de poliacrilamida pasa por tma de las gavetas en donde se

incuentran las soluciones, y el tiempo de exposición a estas es diferente en cada paso'

En el primero se deja por un tiempo de 15 minutos, en el segundo 25 minutos, en el

tercero I minuto, en el cuarto paso se deja 10 minutos y en el último que es la

solución stop el tiempo de exposición es de 3 minutos.

Despues de todo este proceso las bandas de DNA de los geles de poliacrilamida

pueden ser visualizadas a simple vista, y quedarán listas para el análisis respectivo.

Son puesta en una cámara de luz transiluminador para que su visualización sea la más

clara posible.

2.7. BASE DE FOTOS

Los geles puestos en la transiluminador son fotografiados con la cámara digital

utilizando el formato TIFF. Las fotos deben de estar lo más claras posibles para
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facilitar el respectivo análisis; estas fotos son almacenadas y bajadas en Ia

computadora para posteriormente ser analizadas mediante un programa software

propicio para obtener los resultados que se desea'

2.8. ANÁLISIS DE GELES

Con las fotos guardadas, se empieza a realizar el respectivo análisis de los geles. Para

esto se utiliza el programa Gene Profiler, este software permite medir el tamaño de

las bandas de los geles amplifrcados, las bandas a considerarse y los diferentes tipos

de alelos presentados. También nos permite conocer cual es la frecuencia alélica y el

perf,rl genético de un grupo de individuos o en una población determinada. Con todos

los datos obtenidos en el análisis Gene Profiler podremos conocer el perfil genético

de los organismos, el polimorfismo presentado y si las bandas son homocigóticas c

heterocisóticas.

2.9. DETERMINACIÓN NN PARENTESCO

Para esto se utilizó otro soffware que es el Kirship 1.2, este programa perrnite

determinar el parentesco de los organismos a analizar. Con el perfil genético de los

individuos realizados con Gene Profiler, es fácil determinar parentesco, ya que los

daros son ingresados a Kinship y conoce de esta manera el grado de consanguinidad

¡ parentescos de los organismos.
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Kinship permite conocer el grado de parentesco en probabilidades diferentes, con un

90. 99 y 99-9 7o Io cual nos indica que basta con que tenga una probabilidad del 90 9á

f,ara que los organismos sean posiblemente hermanos'

Para la reconstrucción de relaciones de pedigrí y la asignación de grupo de familias y

úe parentescos fue realizada.usando el software Kingroup (Konovalov et al', 2OO4)'

Kingroup calcula relaciones de pedigrí basadas en las frecuencias de alelos de la

¡oblación entera y nuestros datos demostraron que el grupo de control era una

rcblación diferente de los individuos seleccionados'

r-Lrn esto se pudo conocer a los organismos que presentan consanguinidad y escoger a

,:-. individuos aptos e idóneos (organismos no emparentados) para realizar el

-:spectivo cruce. Los datos proporcionados sirvieron pafa escoger a los padres de las

. _iuras generaciones de camarones seleccionados en el cENAIM.

],I0. MADURACION

:. 1t-|.1. Cruces dirigidos

*:,. organismos nü emparentados fueron electos para realizar los cruces en el

:-::"rramento de maduración. Tantos machos y la hembras fueron escogidos y se

-:r;,,i2¿ron cruces con reproductores seleccionados como con reproductores controles,

3¡¡¡ se lo hizo mediante copula natural y por inseminación artihcial. Se trabajó tres

: ': .n las copulas e inseminaciones, tanto hembras (completamente maduras) y
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machos eran puestos en tanques ovalados de 1 tn para que se realizara la copula" los

que no copulaban eran sometidos a inseminación artificial.

2.1 0.L1. Copula Natural

Durante los tres días de trabajo, las hembras completamente maduras fueron

colocadas en tanques de I tn en los cuales se encontraban los machos, para que fueran

copuladas, despues del tiempo prudencial de espera (para que sean copuladas) se

pescó a las hembras que habían sido copuladas por el macho. Las hembras eran

puestas en tanque de desove de I tn; se colocé 3 hembras por tanque. La copula

natural solamente se hizo entre organismos seleccionados vs control (S-S) y control

vs control (C-C).

2. I 0.1.2. Inseminación artificial

La inseminación artificial se realizó entre organismos: Seleccionados vs

seleccionados (S-S), seleccionados vs control (S-C) y control con control (C-C). Las

hembras no copuladas por el macho y en completa madurez fueron sometidas a

inseminación artificial. Para esto primeramente se extrajo el esperma del macho y con

una pinza se le colocó en el télico de la hembra. Las hembras eran puestas en tanques

de I tn, se colocó 3 hembras por tanques. Las 7 hembras seleccionadas que fueron

inseminadas se las pusieron en tanques por separados' es decir una en cada tanque de

I tn para obtener 7 familias de 7 cruces diferentes.
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Los datos de identificación de los reproductores (código y número del anillo), y

números de los tanques en los cuales eran colocados fueron apuntados en una hoja de

control para saber cuales eran los organismos cruzados y tener un mejor control de

ellos para análisis posteriores. Allí permanecieron hasta que todas las hembras hayan

alcanzado el desove total de los huevos.

2J4.2. Obtencién de huevos

A la hora indicada, fueron revisados todos los tanques en donde se encontraban las

hembras para observar si el desove era parcial o total. Las hembras desovadas y no

desovadas eran retiradas de los tanques de I tn y se dejó solamente los huevos, estos

fueron desinfectados para ser cosechados al dia siguiente. Se chequeó fertilidad de

los huevos, y estos datos juntos con los de desoves tanto parciales como totales,

fueron apuntados en una hoja de registro.

2.10.3. Obtencién de nauplios

Al día siguiente del desove, la mayoría de los huevos habían ya eclosionado en los

mismos tanques de desove, enseguida se procedió con la cosecha de los nauplios. En

todos los tanques de desove hubo eclosión de nauplios, estos fueron cosechados y

colocados en cascos cosechadores con aireación suficiente. Se colocó los nauplios por

tratamientos (S'S, S-C y C-C) de manera independiente y sin mezclarlos. Se observó

el porcentaje de eclosión de los huevos y deformidad de los nauplios obtenidos. Así
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mismo se contabilizó la cantidad de nauplios obtenidos por litros en cada uno de los

cruces realizados por tratamientos y se llevó el registro respectivc,

2.11. LARVICULTURA

2.11.1. Siembra de nauplios (estadíos tempranos, hasta postlarva 15)

Los Nauplios fueron llevados al set número 10 de larvas, se los sembró de manera

separada por tratarnientos en tanques plásticos transparentes de 500 l. La distribución

de los tanques para la siembra fue aleatoria. Se utilizó 11 tanques, de los cuales tres

correspondieron a los seleccionados-seleccionados (S-S), tres a los seleccionados-

control (S-C), y tres a los control-cantrol (C{), y los dos más correspondieron a dos

familias seleccionadas que se sembraron de forma separada. La cantidad de

organismos que se sembró fue de 75.000 nauplios por tanque. El alimento que se les

dio en estos estadios fue balanceado Molino 55 Plus. rotíferos y artemia la cantidad

de alimento varío de acuerdo con el estadío del organismo. Estos organismos

permanecieron aquí desde nauplios hasta postlarva 15.

2.11.2. Estadíos Posteriores

Debido a la densidad de la población y al estadío, los organismos fueron trasladados a

tanques rectangulares de 1 tn; se utilizó 24 tanques en los cuales se sembró a los

organismos por tratamientos; la distribución de los tanques se lo hizo de manera

aleatoria. En todos los tanques se colocé aquamats para crear un bloom natural de

organismos fitoplanctónicos. Se sembró 1.500 individuos por cada tanque los cuales

53



fueron contados uno por uno; para la respectiva siembra se colocó a los tratamientos

por separados, se utilizó I tanques para los seleccionados:seleccionados (S-S),8 para

los seleccionados-control (S-C), y I para los control-control {C-C). Se rotuló los

tanques para de esta manera tener mejor manejo en ellos. Los tanques fueron forrados

con plásticos transparentes para incrementar la temperatura e inhibir el desarrollo del

virus de *'hite spot. La alimentación se realiza a base de puro balanceado "Molino 55

plus" y se la hace cada 8 horas, es decirtres dosis al días.

2.I2. F'VALUACIÓN DEL CRECIMIENTO DE LOS ORGAI\ISMOS

2.12.1. Evaluación de nauplios hasta postlarva 15

Para evaluar el crecimiento de los organismos, en los primeros estadíos se realizaron

mediciones en un perfilador. Los animales son pescados con una malla y colocados

en una tarrina, se tomaron rnuestras de tsdos los tanques para luego ser puestos en

una placa porta objetos y ser vistas en el perfilador. Las mediciones están dadas en

mm y se toma medidas solamente de longitud. Los animales medidos son sacrificados

para que su medición sea 1o m¿is exacta posible. Los datos de rnedición son apuntados

en una hoja de control para despues ser ingresadas a una base de datos. Esta medición

de los organismos se realizó solamente hasta estadíos postlarvas 15.

2.12.2. Evaluación en prejuveniles

En los estadíos posteriores, resulta difícil medir a los individuos debido al tamaño que

presentan. Para esto se procedió a pesarlos en una balanza analítica. Los organismos
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de cada tanque eran pescados con un challo y puestos en tarrinas de manera separada=

luego secados con papel servilleta eliminando toda el agua posible para finalmente

'er pesadas en la balanza. De l5 a 30 organismos por tanque eran sacrificados para el

lesaje, los datos de peso por grupos de individuos se anotaron en una hoja control y

se sacó el peso promedio por individuo. Al final los datos eran ingresados a una base

de datos. El peso de los ir"rdividuos se realizó hasta que estos alcanzaron un peso

promedio de I g en los tres tratamientos (S-S, S-C, y C-C). Al final del peso de los

organismos es decir cuando alcanzaron I g, los individuos sacrificados (S-S, S-C, y

C{) fueron almacenados en etanol al 100 o/a y rotulados para realizar futuros análisis

¡e Darentescos.

1.12.3. Método de selección de muestras

Para buscar un método de muestreo apropiado y que todos y cada uno de los

:niembros de la muestra tengan la oportunidad de ser integrados a ella, tanto en la

Evaluación de nauplios hasta postlarva 15, como en la evaluación en prejuveniles

, etápa postsiembra) el método de selección de muestras empleados en este

erperimento fue realizado de acuerdo a la manera usada en seleccionar los elementos

rncluidos en la muestra, básicamente un muestreo aleatorio {al azar) simple. Una

nuestra es extraída al azar cuando la manera de selección es de tal manera, que cada

eiemento de la población tiene igual oportunidad o probabilidad de ser seleccionado.

L na muestra aleatoria es también llamada una muestra probabilística son

¡eneralmente preferidas por los estadísticos porque la selección de las muestras es
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objetiva y el error muestral puede ser medido en términos de probabilidad bajo la

curva norm*l=

2.12.4. Análisis estadístico

Los datos obtenidos de la variable estudiada en el experimento fueron evaluados por

un análisis de varianza de anova simple para establecer probabilidad de las líneas en

general. Una vez que se establecieron y se verificaron las diferencias estadísticas

significativas {p<0,05) los datos fueron analizados mediante la prueba de Scheffe

para determinar diferencias mínimas entre líneas seleccionadas y cual fue la mejor. El

software utilizado para realizar el análisis de todos los datos fue el programa

estadístico DataDesk.
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3. PRUEBAS DE PAREI{TESCOS EN

Litopenfleas vonnsmei

3.1. EXTRACCION EMPLEADA

Al inicio del experimento se emplearon dos métodos de extracción para tas

respectivas muestras, uno eS la extraccién de CTAB y el otro es el método de Chelex.

100 muestras de pleópodos fueron evaluaron con los dos métodos y los resultados

obtenidos en cuanto a cantidad de DNA en los dos. fueron totalmente diferentes. Fue

muy poca la cantidad de DNA extraída del método de CTAB, y estas no abastecían

los requerimientos necesarios para las amplifrcaciones respectivas. En tanto que el

método de Chelex fue más efectivo, aunque no es precisamente DNA puro lo que se

obtiene al final, sin embmgo se hizo amplificaciones con las muestras exhaídas con

este método y los resultados fueron favorables. Al final todas las muestras a utrlizar

(Pleópodos) en el experimento fueron sujetas a extracciones de DNA utilizando el

método de Chelex.

3.2. INICIADORES UTILIZADOS

Para determinar el grado de amplificación de los iniciadores, un número de 64

primers fueron puestos a pruebas. Entre ellos 2 primers dinucleótidos, 3l primers

trinucleótidos, 16 tetranucleótidos y 1ó pentanucleótidos. El grado de amplificación,

el tamaño de las bandas y el polimorfismo presentado fue lo que determinó cuales
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eran los iniciadores a emplear de todos los utilizados en la prueba. Al final fueron l4

los iniciadores que presentaron los perfiles idóneos y con estos se amplificó todos las

muestras a analizar, es decir tantos muestras de organismos controles como

seleccionados fueron amplificados con estos microsatélites.

Tabla l. Lista de Primers utilizados en la amplifrcación de todas las muestras

AMPLIFICACIÓN

TRINUCLEOTIDOS

PRIMERS

444

487 Trinucleótidos Buena

TETRANUCLEOTIDOS

PRIMERS AMPLIFICACION

Buena

PENTANUCLEOTIDOS

: !..\IERS AMPLTFICACION

431

465

DI}¡UCLEOTIDOS

MICROSATELITEFORWARD
AF360008-R1 DinucleotidosAF3ó0007-Fl

DinucleotidosAF360114-F1 AF360ll5-R1

MICROSATELITE AMPLIFICACION
CODIGO

FORWARD
>5602-Fl

Trinucleótidos>6631-F1

Trinucleótidos>5616-Fl >5617-Rl
>2501-B-F1 >2541-B-Rl Trinucleótidos

Trinucleótidos>6596-Fl
>3977-Ft >3978-R1

CODIGO
MICROSATELITEFORWARD

>6637-Rl Tetranucleótidos
>7526-Rl>7525-Fl

>5851-F1 >5852-Rl

CODIGO
MICROSATELITEFORWARD

Pentanucleótidos>6023-Fl >6024-R1

>263O-B-Fl Pentanucleótidos
>6328-Fl >6329-Rl Pentanucleótidos

>7415-Rt Pentanucleótidos>7414-F I
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3.3. PERFIL GENÉTICO DE LOS ORGANISMOS

El número total de alelos diferentes presentados en este análisis es de 4 a 33 alelos.

Esto hace que el número de promedios sea más alto para hembras seleccionadas {6.0)

que para las hembras Control (5.1) y machos seleccionados (4.6). El promedio

observado en heterocigocidad es más alto para las hembras seleccionadas y machos

(0.60 y 0.67 respectivamente) que para el grupo de control (0.58). Los alelos de

mayor riqueza desde todos los puntos de vista eran más altos para las hembras

seleccionadas (7.1) que para los controles {6.9) y los machos de grupos seleccionados

(6.s).

De los 14 microsatélites evaluados, cuatro mostraron la conformación al equilibrio

HardyWeinberg en el grupo de control. En el grupo de hembras seleccionadas ningún

lugar se conformó al equilibrio HardyWeinberg. En el grupo de machos

seleccionados, diez lugares se conformaron al equilibrio HardyWeinberg. Este grupo

fue formado por l4 individuos que podrían ser un pequeño tamaño de la muestra para

probar el equilibrio HardyWeinberg. Los resultados totales mostraron que los tres

grupos no se conforman al equilibrio HardyWeinberg. Los índices de variaciones

Genéticas Básicas son presentados a continuación para los 14 microsatélites

evaluados y utilizados en Litopenaeus vannamei. A continuación se presenta una

tabla de las frecuencias alélicas de los diferentes microsatélites (14 microsatélites)

analizados en el experimento.
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Tabla 2,- Frecuencia de atrelos presentados en los catorce microsatélites evaluados
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Tabla 3.- Frecuencias alélicas de los diierentes microsatélites evaluados durante el
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Casi todos los microsatélites a excepción de dos (CNM-367 y CNM-435) de los 14

probados mostraron la diferenciación estadística en la frecuencia alélica entre los tres

grupos. La est¿dística de F y los resultados de diferenciación demográfica para cada

mierosatélite es presentado a continuación.

Tabla 4.- F estadístico y diferenciación demográfica de cada microsatélite evaluado
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[-a prueba de prcbabilldad combinada del Peseador empleada para probar la

importancia global de estructura demográfica en TFDGA mostró que los gn¡pos son

Jiferentes (P <0.000). El porcentaje de prueba para la üferenciación demográfica

ilresta en práctica en FSTAT mostró que los machos y hembras seleccionados no

eran diferenteso mientras ambos grupos eran considerablemente diferentes del grupo
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de control (P <0.05). Nei (1972). Las distancias Genéticas eran más altas entre el

grupo control y los machos seleccionados (0.38) que entre el control y e1 grupo

seleccionado de hembras (0.24)- La distancia entre los machos seleccionados y

hembras seleccionadas era más corta (0.14),

3.4. DETERMINACIÓN NN PARENTESCOS

La reconstrucción de relaciones de pedigrí para la asignación de gnrpo de familias y

de parentescos fue realizada usando el software Kingroup (Konovalov et al., 2004).

Kingroup calcula relaciones de pedigrí basadas en las frecuencias de alelos de la

población entera y nuestros datos demostraron que el grupo de control era una

población diferente de los individuos seleccionados. De ahí, parentesco para los

grupos controles y seleccionados (machos y hembras juntos) fueron calculados

separadamente. Dos niveles de división de grupo fueron evaluados: Parentescos

Llenos FS y Parentescos Llenos más Primos FS+C contra la hipótesis alternativa de

individuos no relacionados.

Coeficientes de F para cada lugar (Tabla 5) no mostraron diferencias significativas

entre las tres poblaciones por la prueba de Kruskal-Wallis. Coeficientes globales

imbreeding eran similares para amboso es decir grupo control y grupo de hembras

seleccionadas (0.23 y 0.22). Sin embargo el grupo seleccionado de machos mostró

un coeficiente inferior imbreeding (0.15).
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El parentesco fue probado para ambos, la hipótesis nula (el parentesco grupo de

Étennanos completos FS) y la hipótesis compleja (parentescos de hermanos completos

más primos FS+C). Un total de 41 y 59 grupos llenos de parentesco fue determinado

pa*a el control e individuos seleccionados respeetivemente.

Tabla 5.-. Relaciones filoeenéticos

seleccionados y controles de camarón

proceso de selección masal.

por dendrograma UPGMA para grupo

blanco Litapenaeus varmamei utilizando un

{"*ffi 3.ffi* 1.ffi* $.ffis

gt*8Ttñ

f*il*t{*

**rÉtTfs
*T¿Tñ

ffi*r*.$t
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3.5. TOTAI DE ORGANISMOS ANALIZADOS

Un total de 308 organismos fueron analizados para determinar su parentesco. De

estos 100 reproductores eran controles y los 208 organismos más pertenecían a la

línea seleccionada que lleva el CENAIM. En cuanto a los organismos controles se

extrajo el pleópodo a 50 hembras y 50 machos; mientras que en los seleccionados se

trabajó con 194 hembra y 14 machos. Al finalizar la prueba de parentescos 33

organismos tanto controles como seleccionados murieron de los cuales se llevó un

control.

3.6. MADURACION

3.6.1. Direeeión de cruces

Con los datos obtenidos de las pruebas de parentescos tanto de organismos

seleccionados y controles (ver tabla) se realizaron los cruces respectivos. Se

realizaron cruces de organismos control-control, seleccionados-control y

seleccionados-seleccionados. En el cruce de los organismos control-control (hembras

y machos controles) no se consideró el grado de parentesco y se cruzó a los

individuos al azar, estos cruces se realizaron por copula natural y por inseminación

artificial. En el cruce de organismos seleccionados-control (hembras seleccionadas y

machos controles) se realizó también por copula natural y por inseminación artificial

y tampoco se tomó en cuenta el parentesco. En tanto que para los cruces de los

organismos seleccionados-seleccionados (hembras y machos seleccionados) se

tomaron en cuenta a todos los organismos que no tenían ningún grado de parentesco
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común para ser considerados en el cruce; se escogieron hembras seleccionadas para

los 7 machos que sobrevivieron, estos cruces fueron únicamente por inseminación

artificial.

Tabla 6. Cruces dirigidos en organismos seleccionados-seleccionados (machos y

hembras).

Cruces dirisidos

Códisos de $S

Machos Hembras

181 '76'l

794 880

556

4J7 524

36J 763

-1f ó 821

991 784

3.6.2. Inseminaciones realizadas

Las inseminaciones artificiales se realizaron durante tres días de trabajo. En el primer

día, los organismos que en primera instancia fueron sometidos a inseminación son los

7 machos seleccionados a los cuales se les buscó 7 hembras selectas para el cruce, es

decir cruces entre seleccionados-seleccionados. Hubo solo tres hembras seleccionadas

a las cuales se los cruzó con machos controles por inseminación (seleccionado-

control). Se realizaron un total de diez inseminaciones artificiales en el primer día y
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todas estas fueron realizadas en la noche (8 de la noche). En el segundo día de trabajo

se realizaron 8 inseminaciones, de las cuales 3 fueron seleccionadas-control (hembra

seleccionada y macho control) y 5 inseminaciones de cruces control-control (hembra

y macho control). En el tercer y último día de trabajo se hicieron 12 inseminaciones

artificiales, todas estas fueron de cruces entre organismos seleccionados-control

(hembra seleccionada y macho control). Fueron las últimas inseminaciones realizadas

en el experimento.

Tabla 7. Cuadro de organismos inseminados (7 machos y l0 hembras seleccionadas,

y 3 machos controles) durante la primera noche de trabajo.

Tratamicnto

llembras Machos

Ti¡ro de crnceSeleecionedas Selcccion¡das Controles

S-S 767 S 181 S Insem. artificial

S-S 880 S 794 S Insem. a¡tificial

S-S 556 S 4225 Insem. afificial

S.S 524 S 4J7 S Insem. afiificial

S-S 763 S 36J S Insem. a¡tificial

S,S 821 S J)ó 5 Insem. artificial

S-S 784 S 991 S Insem- a¡tificial

S-C Sin códiso Sin códieo Insem. a¡tificial

S-C Sin códiso Sin códiso Insem. a¡tifrcial

S-C Sin códieo Sin códieo Insem. artificial
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Tabla 8. Cuadro de orsanismos

controles cruzadas con 8 machos

inseminados (3 hembras seleccionadas. 5 hembras

seleccionados) durante la segunda noche de trabajc-

Tratamiento

Hembr¿s Machos

Tino de cruceSeleccionadas Controles Controles

S-C Sin códiso Sin códieo Insem. artificial

S-C Sin códiso Sin códieo lnsem. artificial

S-C Sirr códieo Sin codipo insem. artificial

C-C Sin códieo Sin códieo lnsem. artiiicial

C-C Sin códiso Sin códieo Insem. artiflcial

C-C Sin códieo Sin códieo lnsem. artificial

C-C Sin códieo Sin códieo Insem. artificial

C.C Sin cédieo Sin códiso Insem. artiñcial

Tabla 9. Cuadro de orsanismos inseminados (12 hembras seleccionadas con 12

machos controles) durante la tercera noche de trabajo.

Tratamiento

Hembr¡s M¡chos

Tipo de eruceSeleccionadas C'ontroles

S-C Sin códiso Sin código Insem. artificial

S.C Sin códieo Sin códieo lnsem. a¡tificial

S.C Sin códiso Sin códion lnsem. a¡tiiicial

S.C Sin cúdieo Sin códieo lnsem. artificial

S.C Sin códieo Sin códiso Insem. artificial

S-C Sin códiso Sin códiBo Insem. artificial

S.C Sin códiso Sin códieo Insem. artificial

S.C Sin cédieo Sin códieo lnsem. artificial

S-C Sin códieo Sin códieo Insem. artiñcial

S-C Sin código Sin códiso Insem. artiticial

S.C Sin códiso Sin códiso Insem. artificial

S-C Sin códieo Sin códieo Insem. artihcial
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3.6.3. Cópulas naturales

Las cópulas naturales fueron realizadas en los cruces de organismos seleccionados-

control y control-control. Hubo cópula durante los tres días de trabajo. En el primer

día se realizaron 6 cópulas y todas fueron cruces de organismos seleccionados-control

(hembra seleccionado y macho control). En el segundo día se realizaron 12 cópulas

naturales, I de cruces se.leccionados-control (hembras seleccionadas y machos

controles) y 4 de cruces de organismos control-control (hembras y machos controles).

En tanto que en el último día se realizaron 9 cópulas naturales y todas fueron de

cruces de organismos seleccionados-ccntrol (hembras seleccionadas y machos

conroles). En total se realizaron 27 cópulas naturales durantes los tres días de trabajo.

Tabla 10. Cuadro de organismos copulados (6 hembras seleccionadas con 6 machos

controles) durante la primera noche de trabajo.

Tratamiento llembra Macho Tinc de cruce

S-C Seleccionada Cont¡ol Cóoula natural

S-C Seleccionada Control Cópula natural

S.C Seleccionada Control Cópula natural

S-C Seleccionada Control Cópula natural

S.C Seleccionada Control Cóoula natural

S-C Seleccionada Control Cóoula natural
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Tabla I 1. Cuadro de organismos copulados (8 hembras seleccionadas y 4 hembras

controles cruzados con 12 machos controles) durante la segunda noche de traba-io"

Tabla 12. Cuadro de organismos copulados (9 hembras seleccionadas cruzadas con

machos controles) durante Ia tercera noche de trabajo.

Tratamiento Ilembra Macho Tipo de cruce

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

s-c Seleccionadas Control Cóoula natural

S-C Seleccionadas Control Cóoula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

S.C Seleccionadas Control Cóoula natural

S-C Seleccionadas Control Cóoula natwal

S-C Seleccionadas Confrol Cónula natural

C-C Control Control Cópula naJural

C-C Contral Control Cóoulanarural

C-C Control Control Cóoula natural

t--L Control Control Cóoula natural

Tratamiento Hembra Macho Tipo de cruce

S-C Seleccionadas Control Cóoula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula na¡ural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

S.C Seleccionadas Control Cópula rratural

S-C Seleccionadas Control Cóoula nafural

S.C Seleccionadas Contrcl Cóoula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural

S-C Seleccionadas Control Cópula natural



3.6.4. Número de hembras desovadas

Todas las hembras fueron pescadas a las 24h: 00 para ver si había o no desoves en los

fanques- No todas las trembras tuvieron un desove normal, tanto en las inseminadas

artificialmente como en las que se cruzaron por cópula natural. Algunas presentaron

un desove parcial de los huevos e incluso otras simplemente no desovaron. Durante el

primer día hubo un total de once hembras que desovaron normalmente y en su

totalidad (6 hembras de cruces S-S y 5 de cruces S-C), tres hembras que presentaron

un desove parcial (l hembra de cruce S-S y 2 de cruces S-C) y dos hembras más que

no desovaron para nada (hembras de cruces S-C); es decir la mayoría de las hembras

desovaron. E,ste día se trabajó con 16 hembras en dos de los cruces dirigidos (S-S y

C-C).

En el segundo día se registraron trece desoves totales (10 fueron de cruces S-C y 3 de

cruces C-C), dos desoves parciales (hembras de cruces C-C) y cinco hembras no

desovadas. Fueron empleadas 20 hembras en este día en dos cruces dirigidos (S-C y

C-C).

En el último y tercer día hubo un total de 21 hembras utilizadas en este día en el cruce

S-C. De estas quince correspondieron a desoves totales, se reportaron cinco desoves

parciales y solamente una hembra no desovó.
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Durante los cruces, es decir en los tres días de trabajo hubo un total de 57 hembras

con las que se trabajó tanto con inseminación artifrcial y cópulas naturales; de estas

39 presentaron un desove total, l0 con un desove parcial y I hembras no desovaron

nara nada.

Tabla 13. Cantidad de organismos utilizados en los cruces y número de hembras

desovadas por día de trabajo

3.6.5. Nauplios obtenidos por tratamientos

3.6. 5. l. Seleccionados-seleccionados

De los 7 cruces que se realizaron entre organismos seleccionados-seleccionados se

obtuvieron cantidades diferentes de nauplios en las tres línsas. Los nauplios fueron

contados en baldes con l5 litros de agua, es decir la cantidad de nauplios contados en

un volumen de 15 l. Solamente una de las líneas seleccionadas no presentó ningún

individuo, las 6 restantes presentaron todas organismos en diferentes cantidades. En

estos cruces de organismos S-S hubo un total de 750.000 nauplios en l5 I de agua.

Días de t

f)esoves

Total de organismosDesove total flesove oarcial Desove nesativo

Primer día It 3 2 l6

día IJ 2 zo

l5 ) , 2l

Total de 39 l0 I
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Tabla 14. Cantidad de naunlios obtenidos en los cruces seleccionados-seleccionados

3. 6. 5. 2. S el eceio n ados -cont rol

Los nauplios que se obtuvieron del cruce seleccionados-control durante los tres días

de trabajo fueron en cantidades diferentes. En el primer día se contabilizaron 645000

nauplios, en el segundo día de trabajo se obtuvieron 816000 nauplios, y en el último

día de contabilizó 1635000 nauplios todos en 15 litros de agua. Hubo un total de

3096000 nauplios en 15 litros de agua durante los tres días de cópulas e inseminacién

artificial.

Tabla 15. Cantidad de nauplios obtenidos en los cruces seleccionados-control

Línca

Parentales

Tratamiento Naup en I ml Total en 15 litrosHembra Macho

I 't67 S l8l S S.S t0 150000

z 880 S 794 S S.S t2 I 80000

3 556 S 4225 S-S 9 135000

524 S 4J7 S S-S 0 0

5 763 S 36J S S-S 4 60000

6 821 S 358 S S-S 9 135000

'7 784 S 991 S S-S 6 90000

TOTAL 750000

Días Tratamiento Naun en 1ml Total en 15 litros

I S.C 44 645000

2 S.C 54"5 8 I 6000

3 S-C 109 1635000

TOTAL 3096000
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3. 6. 5. 3, Conlrol-control

Se obtuvo nauplios del cruce control-control solamente durante el segundo día de

trabajo. Se contaron 450000 nauplios en l5 litros de agua.

Tabla 16. Cantidad de nauplios obtenidos en los cruces control-control

Dícs Trstamiento Nauo en I ml Total en 15 litros

C-C 30 450000

3.ó.6. Delbrmidad

La deformidad de los organismos se lo hizo por tanque. Las muestras fueron

examinadas en el microscopio y se determinó el porcentaje de deformidad por cada

tanque. El primer día se reportó deformidad desde el I o/o hasta el 6 o/o, en el segundo

día la deformidad llego igualmente hasta el 6 %o, siendo la más alta la del I 7o,

mientras que el último día apenas se reportaron deformidades del 4 oA en unos de los

tanques. A continuación se muestran los porcentajes de deformidad registrados

durante los tres días de cópulas e inseminación.
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Tabla 17. Porcentaje de deformidad del primer día de cópula e inseminaciÓn

Tanque Tratamiento Dcformidad

8 S.S lYo

J S-S 5%

6 S-S 5%

,1 S-S

{ S-S 3o/o

J S-S 3o/o

¿ S-S zYo

t5 S-C 6o/o

t4 S-C 3o/o

I_i ¡-L )ao
* Tanque del lratamiento seleccionado-seleccionado sin organismos

Tabla i8. Porcentaje de deformidad del segundo día de cópula e inseminación

Tanoue Tratamiento Deformidad

8 S-C 6%

5 s-c -170

6 S-C 3Vo

7 +/o

4 s-c -170

3 C-C lo/o

z C-C 2Y"

Tabla 19. Porcentaje de deformidad del tercer día de cópula e inseminación

Tanoue Tr¿tamiento Deformidad

8 S.C 3%

) S-C 3o/D

6 S-C 3e/o

7 S-C 20

4 S.C 3s/o

3 S-C 3DÁ

2 S-C 49'o



3.6.1. Total de nauplios obtenidos

Durante todas las cópulas naturales e inseminaciones artificiales realizadas se

obtuvieron un total de 4198000 nauplios en los tres cruces; de los cuales 750000

nauplios fueron de los cruces seleccionados-seleccionados, 2998000 nauplios en el

cruce seleccionados-control, y 450000 nauplios en el cruce control-control. De esta

cantidad obtenida se sembró una cantidad determinada para su respectivo crecimiento

hastalgdepeso.

Tabla 20. Tot¿l de nauplios obtenidos en los tres tratamientos empleados

Tr:rtamiento Cantidad

S-S 750000

S-C 3096000

C-C 450000

Total 4296000
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3.7. EVALUACTóN on oRGANISMoS

3.7.1. Larviculturs

En esta fase se realizaban las mediciones dos veces a la semana y se medían 20

individuos de cada tanque, hubo un total de 9 mediciones y se lo hizo desde nauplios

hasta post-larva 18. En estos estadíos los datos de mediciones demostraron que no

existen diferencias estadísticamente significativas en cuanto al tamaño de los

organismos. Los tres tratamientos evaluados (S-S, S-C y C-C) presentaron tamaños

similares en cuanto a longitud se refiere; hay un parejo crecimiento en estos estadíos

de los organismos, lo cual indica que no se puede observar diferencias de tamaños en

esta fase del experimento.

A continuación se muestran las 9 mediciones realizadas y dadas en milímetros con

sus respectivas fechas durante las fases de nauplios hasta post-larva 18. Se determinó

la longitud individual de 20 animales por tanques, longitud promedio de los

organismos, desviación estándar y coeficiente de variación de los datos obtenidos.
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Tabla 17. Porcentaje de deformidad del primer día de cópula e inseminactÓn

Tanque Tratamiento Deformidad

8 S-S lVo

S-S sq/o

6 S-S 5o/"

7 S-S

q S-S J10

3 S-S 3"/"

L S.S Zo/o

l5 S-C 6n/o

t4 S-C 3v,

IJ S-C 3o/"

* Tarque det tratamiento seleccionado-seleccionado sin organismos

Tabla lB. Porcentaje de deformidad del segundo día de cópula e inseminación

Tanoue Tratamiento Deformidad

I S-C 60/0

) S.C 3'/u

6 S-C 3V"

7 C-C 4ols

4 S-C 3a/"

3 C.C loA

2 C-C 204

Tabla 19. Porcentaje de deformidad del tercer día de cópula e inseminación

Tanque Tr¡tamiento Deformidad

I S-C 3%

5 S-C 3t/D

6 S.C 3Vo

7 S-C 2Y"

q S-C 30/o

J S.C 3o/'o

¿ S-C +/o
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3,7, L l. Evaluacién por tratamientos

Así mismo en esta etapa del experimento se evaluó a los organismos por tratamientcs,

es decir que se analizaron los tanques de los tres tratamientos de manera paralela. Con

esto queríamos establecer diferencias entre los tanques de un mismo tratamiento y

compararlos con los otros tanques de los tratamientos restantes.

Tampoco hubo diferencias estadísticamente significativas en estas etapas del

camarón. Los datos promedios de la variable evaluada mantienen una estrecha

relación durante las nueve mediciones realizadas en los tres tratamientos.

Tabla 30. Longitud de organismos en milímetros por tanques de las nueve

mediciones en los Seleccionados-Seleccionados

f*ha Estadio

SS

T¡noue 2 Tanouc 4 Tansue I Tratamiento

Jueves 13 enero Nauplio o Rtl? 0.864 0.9382 0,885233333

Lunes 17 enero ZI 2.5412 2.544 2.45'7'7 2.514-j83-1,13

Jueves 20 enero z-t.M-3 3.4033 3.433 3.3833 3.406533333

Lunes 24 enero PL I-2 4.367 4.407 4.34765 4-374

Jueves 27 enero PL 5.6 5.2051 5.070 5.1951 5,1567

Lunes 3l enero PL l0-11 5.7 139 5.770 5 7051 5 5.7296

Jueves 3 febrero PL 13-t4 6.67 t6 6.700 6.223't5 6.53 r883333

Ma¡tes I febrero PL l6-17 7.198r 7.0,16 6.80625 7.0 r 335

Mierc I9 t'ebrero PL 18 7.1646 7.061 7.5516 7,257683333
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Tabla 31. Longitud de organismos en milímetros por tanques de las nueve

mediciones en los Seleccionados-contrcl

Tabla 32. Longitud de organismos en milímetros por tanques de las nueve

mediciones en los Control-Controi

Fecha Est¡üo

SC

Tanque 1 Tanque 3 Tanque 5 Trat¿miento

Jueves 13 enero Nauplio 0.978 0.845 0,91015 0,91 |

Lunes 1? enero ZI ) \47 ) 5l]7 2"4871 2"5 1085

Jueves 20 enero z-t.M-3 3.231 3.424 3,42345 3.3593833

Lunes 24 enero PL I-2 4.229 4"435 4_2634 4,3091r6',7

Jueves 27 enero PL 5-6 5.13 1 5,070 5.03455 5.0785

Lunes 31 enero PL 10-ll 5 {lq 5.544 5.6304 5,564

Jueves 3 febrero PL 13-14 6.?01 6.649 6.28845 6"546

Martes 8 febrero PL 16-17 6.942 7.05r 6.99115 6,995

Mierc 19 febrero PL 18 6,955 7.055 7 "A1625 7.009

Fecha Estadio

CC

Tanque 6 Tanque 7 Tanque 9 Tratamiento

Jueves 13 enero Nauolio 0.90385 0.91265 0.96885 0.90385

Lunes 17 enero ZI 2,4696 2.49425 2.55385 2.4696

Iueves 20 ene¡o z-l.M-3 3,4199 3.3792 3.3794 3,4199

Lunes 24 enero PL 1.2 4.2504 4.28455 4^2333 4 )\O4

Jueves 27 enero PL 5-6 4.9339s 4.9519 4,7 505 4.93395

Lunes 3 I enero PL t0-r 5.6957 5.7038 5.7326s 5.6957

Jueves 3 febrero PL t3-14 6.2t685 6.6102 6,22375 6.21685

Martes 8 febrero PL 16-17 6.96935 6.7405 6,90355 6.96935

Mierc 19 febre¡o PL l8 6.98655 6.93655 6,99695 6.98655
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Tabla 33. Longitud de organismos en milímetros por tanques

mediciones en las dos familias seleccionad*s

de las nueve

los tres tratamientos utilizados
Tabta 34. Longitud promedio de los organismos de

en el experimento

Fecha Estadio

Familia I Famili¿ 2

T !o Tanque 1l

0,958 0,8638
Jseves 13 enero Naqpllq _
Lunes 17 enero Nauplio 2.501 ¿.5!2]_

3,435 34248.)n z-l..}1/.-3

PL I-2 4J80 4.4322

5,O572
Lunes 24 enero

Iueves 27 enero
pr {-6 5,040

5J13 5J47i
Lunes 3l enero Dr tn-l I

6,656 6,65655
Jueves 3 febrero PL 13-14

Martes 8 febrero PL 16-17

Mierc 19 febrero PI- IR

Promedios , I

-

o"88s233333lo,qrrlo,qo:ss
Fecha Estadio

Jueves 13 ülero- Nauplio

Lunes 17 enero ZI 14383333 | z-s toss i z'¿oq6

Jueves 20 enero z-l.M-3 4oós333331:.¡sq¡s¡¡l¡'¿lqq

Lunes 24 enero PL 1-2 4.374 | ¿..¡osltor I ¿.ZSO¿

Jueves 27 enero PL 5-6 5.156?ls,ozssl¿'s¡rqs
Lrmes 3l enero PL 10-l I s-7296 I s

Jueves 3 febrero PL 13-14 6.53 1883333 6,546 6.21685

Martes 8 t'ebrero PL 16-17 7.01335 6.995 6-96935

Mierc 19 febrero PL 18 1.25'1683333 7.009 6,98655
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A continuación se muestran los datos de longitud promedios

rcfiejados en un gráfico en la cual podemos notar fácilmente

diferenciassignificativasentamañosenestosestadíosdelcamarón.

por tratamientos

que no existen

longitud promedios de los tratamientos
Figura 6. Resumen de crecimiento en

en estadíos Nauplios- Postlarva 18

3.7.2. Tanques rectangulares de una tonelada (semanas post siembra)

LaevaluacióndelosorganismossnestostanquesselahizoundíaalaSemana'un

número determinado de individuos eran pescados para luego ser pesados en la

balanza analítica. Los pesos se tomaban una vez pof semana a excepción del primer

peso que se lo tomó pasando dos semanas, se realizaron siete pesos; es decir que los

organismos estuvieron ocho semanas sometidos al respectivo análisis' La evaluación

de los pesos se lo hizo desde Postlarva l8 hasta Postlarva 73'
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3.T.2.l.Primerusevaluacionespostsiembra(cuatroprimerassemanas)

Esta evaluacién comprende desde el estadío Post larva 19 hasta post larva 45; en los

primeros tres pesos realizados hubo una estrecha relación tanto en los S-S' S-C y C-

C; los pesos promedios de los tres tratamientos mostraron resultados parejos durante

los pesos iniciales de las semanas postsiembrasn hasta aquí no existen diferencia que

demuestren ganancias en pesQs en unos de los tratamientos utilizados' Las diferencias

de pesos entre los tratamientos son mínimas presentando hasta el momento un

crecimiento paralelo y datos de pesos similares de los tres tratamientos empleados'

De igual manera los resultados obtenidos de desviación estándar son muy bajos

demostrando así que los datos son también significativos' A continuación se muestran

los pesos promedios de los tratamientos en las primeras cuatro semanas de

evaluación.

Tabla 35- Pesos promedios de los tres tratamientos en el primer peso realizado en la

semana postsiembra

Sel eccionados-Seleccionados a,02225

Selecc ionados-C ontro I 0,01862

Control-Control 0,01262
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Tabla 36. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el segundo peso realizado en

las semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0, I 0537

Selecc ionados-Control 0,085

Control-Control 0,06837

Tatrla 37. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el tercer peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0,17087

S e leccionados-Contro I 0,15325

Control-Control 0,14887

A continuación se muestran gráfrcamente los promedios de los organismos tomados

en las tres primeras mediciones para los tres tratamientos.

cREc¡MtENTo Et s úxEAs DE vANNAttEl

Ei Seriesl

Figura 7. Pesos promedios de los tres tratamientos en el primer peso realizados en la

semana postsiembra
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CRECIIT/IIENTO EN 3 LINEAS DE VANNAMEI

0,15

0,1

0,05

0

g Seriesl

2

Trratamientos

Figura 8. Pesos Promedios de

la semana postsiembra

los tres tratamientos, en el segundo peso realizado en

CRECIMIENTO EN 3 L¡NEAS DE VANNAMEI

0,25

0,2

^ 
lE

0,1

0,05

0

tr Seriesl

Figura 9. Pesos promedios de los tres tratamientos en el tercer peso realizados en la

semana postsiembra
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3, 7.2,2. Quinta semana postsiembrs

Esta evaluación comprende desde post larva 46 hasta post larva 52. En la quinta

semana se realizó el cuarto peso, a partir de aquí ya empiezan a observarse

diferencias de pesos entre los tratamientos, los Seleccionados-Seleccionados

empiezan a distanciarse de los Seleccionados-Control y de los Control-Control

notándose una ligera diferencia en los datos de peso promedios, de igual manera los

seleccionados-Control se alejan un poco de los Control-Control aunque su diferencia

es mínima y apenas puede notarse. Aquí ya se presenta un orden aunque con pocas

diferencias en cuanto a la variable evaluada (Peso), la ventaja que llevan hasta ahora

de ganancia en peso los S-S de los S-C es de 0,31363 g, y de los C-C es de 0,37287 g;

en tanto que los S-C tienen una diferencia más de 0,05923 g de peso que los C-C. Los

valores estándares de los datos de esta semana son un poco alto en los S-S y en los

dos tratamientos restantes son sumamente bajos, teniendo una representatividad de

los datos muestreados.

Tabla 38. Pesos promedios de los tres tratamientos en el cuarto peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Sel eccionados 0,36237

Seleccionados-Control 0,29062

Control-Control 0,2605
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CRECI]UIIENTO EN 3 LÍNEAS DE VANNATfiEI

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0

Figura 10. Pesos promedios de los tres trat¿mientos en el cuarto peso realizado en las

semanas postsiembra

3.7.2.3. Serta semant Postsiembra

Durante la quinta medición realiz¿da en la sexta semana postsiembra el estadío de los

organismos fue de post larva 53 hasta post larva 59; los datos de pesos se alejan aún

más en los tres tratamientos, se empieza a observar que los S-S presentan una notable

diferencia de los dos tratamientos restantes, lle*eándoles a sacar una gran ventaja. De

igual manera la diferencia mínima que había entre los S-C y los C-C se amplía un

poco con relación a la medición anterior. Los datos de pesos promedios de los

diferentes tratamientos muestran claramente un orden en donde los S-S son los

primeros, seguidos de los S-C y por últimos los C-C. La ganancia de peso que tienen

lcs S-S de los S-C es de 0,45253 g y con los C-C es de 0,51005 g, mientras que los S-

C tienen una ventaja de 0,05751 g con respecto a los organismos C-C. A continuación
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Se muestran los datos de pesos promedios de los tratamientos durante la quinta

semana de siembra.

Tabla 39. Pesos promedios de los tres tratamientos en el quinto peso realizado en las

semanas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 0,856

Seleccionados-Control 0,54236

Control-Control 0,48312

CRECIMIENTO EN 3 LÍNEAS DE VANNAMEI

1,2

4
I

0,8

0,6

0,4

0,2

0

Figura ll.. Pesos promedios de los tres tratamientos en el quinto peso realizados

las semanas postsiembra
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3, 7,2.4. Séptima semsna posÍsiembra

La evaluación de esta semana se la hizo de post larva 60 hasta post larva 66. En la

penúltima medición se sigue observando la supremacía de los S-S, estos continúan

presentando los mayores pesos promedios de entre los tres tratamientos

experimentados, hay una diferencia de 0,4526 g de los S-C y de 0,5100 g de los C-C.

Los S-C también mantienen la diferencia de 0,0575 g de los C-C. Con estos datos el

orden de los pesos por tratamientos se sigue manteniendo, teniendo hasta el momento

un crecimiento paralelo de los dos últimos tratamientos (S-S y C-C) y un incremento

en peso de los S-S, estando claramente alejados los datos de este último de los dos

rcstantes. Los Datos de desviación est¡ándar de esta semana de valuación son muv

bajos lo cual indica que los pesos individuales no están tan alejados de los pesos

promedio por tratamiento y que las muestras tomadas son representativas. A

continuación se muestran los datos de pesos promedios por tratamientos tomados en

la sexta medición correspondiente a la séptima semana postsiembra.

Tabla 40. Pesos promedios de los tres tratamientos en el sexto peso realizado en las

s€manas postsiembra

Seleccionados-Seleccionados 1,27164

Seleccionados-Control 0,glg

Control-Control 1,76137
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cREctMtENTo EN TRES liuens DE vANNAillEl

1,6

1,4

1,2

I

0,8

0,6

0,4

0,2

0

Tratamientos

Figura 12. Pesos promedios de los tres tratamientos en el sexto peso realizados en las

semanas Postsiembra

3.7. 2. 5. Octava semsnü postsiembra

Los datos obtenidos de pesos muesEan diferencias estadísticas signifrcativas en los

tres tratamientos al final del experimento' En la semana ocho de postsiembra se

realizó el último p€so resp€ctivo y los tres tratarnientos fueron evaluados por última

vez, el estadio que presentaban los organismos hasta aqui fue de post larva 67 hasta

postlarvaT3.LosorganismosS-Squeenlasdosmedicíonesanterioreshan

presentado un notable incremento en cuanto al peso comparados con los otros dos

tratamientos, siguen manteniendo y guardando la distancia' aunque se puede notar

que el crecimiento de esta Semana eS un poco menor al de las dos semanas anteriores'

sin embargo el dominio de estos sobre los S-C y los c-c continúa' El crecimiento

paralelo de estos dos últimos se sigue mostrando, manteniendo siempre la diferencia
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mínima presentada en las recientes semanas. Los pesos promedios obtenidos en esta

semana muestran diferencias entre los tres tratamientos; los S-S tienen una cantidad

de 0,30407 g de peso promedio más que los S-C y la diferencia con respecto a los C-

C es de 0,37465 g, en tanto que los S-C presentan 0,07057 g de peso promedio más

que los C-C. Los márgenes estándares siguen siendo muy bajos reflejándose de esta

manera datos significativos en .los muestreos y en los análisis respectivos. A

continuación se muestran los pesos promedios por tratamientos de la última semana

de muestreo.

Tabla 41. Pesos promedios de los tres tratamientos, en el séptimo peso realizado en

las semanas postsiembra

Seleccionados-Sel eccionados t,37689

Seleccionados-Control 1,072&l

Control-Control 1,00224
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cREcnnENTo EN 3 ÚNels EN vANNAilEl

.A

1 lEs.'i."1 I

Figura 13. Pesos promedios de los tres tratamientos en el séptimo peso realizados en

las semanas postsiembra

3.7.2.6. Resumen de erecimienlo en semanas postsiembra

Es muy estrecha la relación que existe entre los tres tratamientos trabajados con

respecto a la variable analizada en las semanas iniciales de postsiembra. Los datos

demuestran que en las cuatros primeras ssmanas es decir en los tres muestreos

realizados al inicio no hay diferencias estadísticamente significativas de peso y no se

puede establecer el dominio en crecimiento de un tratamiento en particular; los datos

son muy claros y brindan una visión propicia del crecimiento paralelo de los tres

tratamientos aplicados y que su relación de sus valores en pesos promedios es similar.

En la quita semana postsiembra se nota un ligero incremento y a la vez diferencias

entre los tratamientos. los S-S empiezan a encabezar la lista de los de mayor peso

seguidos de los S-C y de los C-C en ultimo lugar, aunque los datos obtenidos

muestran que la diferencia es mínima a partir de aquí se comienza a notar distintos

valores de pesos que hacen que los tres tratamientos utilizados sean diferentes entre

si-
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El incremento abrupto de los s-s mostrada en la quinta medición evidencia un

dominio completo de estos, estableciéndose a partir de aquí diferencias

estadísticamente significativas en los datos obtenidos, la diferencia de peso existente

entre el primero y el último es de 0,37287 g mostrando a los organismos S-S como

los que presentan el mejor peso y a los C-C como los últimos y los que menor peso

promedio muestran hasta ahora. En tanto que la diferencia presentada entre los S-C y

los c-c es estrecha, mostrándose un crecimiento paralelo entre estos dos

tratamientos.

En la sexta medición se sigue dando las márgenes de diferencia que en la medición

anterior en los tres tratamientos existiendo una diferencia de peso de 0'51005 g entre

el primero y el último. La última medición realizada muestra solamente una ligera

disminución de incremento de peso en cuanto al rango de diferencia presentado en las

dos semanas anteriores, sin embargo se sigue manteniendo el orden de los respectivos

tratamientos.

Las tres últimas semanas fueron decisivas ya que fue ahí donde se notó cambios y

diferencias de peso promedios en los tratamientos utilizados y se pudo establecer cual

de estos fue el mejor, habiendo recibidos todos el mismo trato y manejo' A

continuación mostramos un gráfico en donde se detalla el resumen del crecimiento en

lassemanaspostsiembrasdelostrestratamientosutilizados.
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CRECh'IIENTO DE 3 LINEAS EN VANNAMEI
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Figura L4. Resumen de los pesos promedios

durante las semanas Postsiembra

de los tres tratamientos realizados

3.7.3. Análisis de anova simPle

Los resultados obtenidos de los pesos promedios por líneas muestran claramente una

representatividad de los datos. El análisis de anova simple para las tres líneas en

ge*eral demuestra que la probabilidad es realmente significativa en la mayoría de los

pesos realizados. Solamente en el tercer peso los datos de probabilidad no son

significativos ya que es esta es mayor a 0,05 que es el grado alfa con el que se

trabajo. A excepción de este dato, todos los pesos de las tres líneas utilizadas

presentan datos significativos y altamente significativos durante las ocho semanas de

análisis.
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Tabla 42. Representatividad de los datos de pesos realizados en las ochos semanas

mediante el análisis de anova expresados en probabilidad (p<0,05).

Semanas

Fuente segunda i ,.r..* Cuarta Ouinta Sexta Séotima I Octava

Prob de líneas 0-009 0_019 0.7072 0.016 -0.0001 -0.000r 0.0243



4. CONCLUSIONES:

4.I. INICIADORES

para realizaf una prueba de parentesco y emplear una selección genética utilizando

microsatélites es importante tener en cuenta en primer lugar que tipo de iniciadores

son los que se deben emplear, ya que tienen que poseer un buen grado de

amplificación, el tamaño de las bandas debe ser apropiado para Su lectura, y

necesariamente debe ser polimórfico' Partiendo de estos requisitos básicos podemos

determinar que nuestras pruebas de parentescos amplificaran de una buena manera y

tanto su lectura como su análisis serán exitosos' De los 14 microsatélites escogidos y

utilizados en este experimento casi en todos se obtuvo diversidad de frecuencias

alélicas como diferencias signifi cativas'

4.2. PERFIL GENÉTICO

Los diferentes tipos de alelos presentados demuestra claramente la diversidad

genéticaqueposeenlosorganismosutilizadosparaelexperimento.Losalelosde

mayor riqueza desde todos los puntos de vistas fueron los de las hembras

seieccionadas comparados con los machos seleccionados y las hembra y machos

controles. casi todos los microsatélites a excepción de dos (cNM-367 y CNM-435)

de los 14 probados, muestran diferencias estadísticamente significativas en SUS

frecuencia alélicas en los tres grupos'
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Los datos de diferenciación demográfica demostraron que tanto hembras y machos

seleccionados no eran totalmente diferentes, cuando ambos grupos eran

considerablemente diferentes de grupo control.

Las distancias genéticas fueron más altos entre los grupos controles y los machos

seleccionados (0.38) que en los. controles y hembras seleccionadas (0.24), en tanto

que las distancias genéticas entre las hembras y machos seleccionados era más corta

(0.14).

4.3. DETERMINACIÓN DE PARENTESCO

Mediante el software Kingroup (Konovalov et al., 2004) se pudo demostrar relaciones

de pedigrí para la asignación de grupo de familias y de parentescos, con esto se

demostró que los grupos seleccionados eran una población diferente de los grupos

controles de ahí que el parentesco de los dos grupos fueron realizados por separados,

usando dos niveles de división de grupos para la evaluación y una hipótesis

altemativa de individuos no relacionados. La consanguinidad fue similar para el

grupo eontrol (0.23) y las hembras seleccionadas (0.22), mientras que los machos

seleccionados mostraron un coeficiente inferior de imbreeding (0.15).

4.4. DIRECCION DE CRUCES

En los cruces realizados para los diferentes organismos solamente se tomaron en

cuenta el grado de consanguinidad en unos de los cruces dirigidos y fue en el de los

105



individuos SS, es decir de hembras y machos seleccionados y los cruces de estos

individuos fueron hechos solamente por inseminación artificial. En tanto en los

cruces de hembras seleccionadas con machos controles (SC) V de hembra y machos

controles no se consideró la consanguinidad que presentaron y los cruces fueron

hechos por cópula natural y por inseminación artificial. Todas estas cópulas e

inseminaciones fueron realizadaF en tres días de trabajos sometiendo a las hembras a

un estricto control y régimen alimenticio.

4.5. DATOS DE DESOVES

Durante todos los cruces dirigidos hubo un total de 57 hembras con las que se trabajó.

De estas. 34 fueron copuladas naturalmente y 23 inseminadas de forma artificial; 39

presentaron un desove tot¿I, 10 un desove parcial y I hembras no desovaron para

nada. Los nauplios obtenidos por tratamientos fueron; seleceionedos-seleccionados

750000 nauplios en 15 l, seleccionados-controi 3096000 nauplios en l5 I y control-

control 450000 nauplios en 15 l. La deformidad de los nauplios obtenidos en los tres

días de trabajos fue m*y baja, tanto en el primer como en el segundo día la más baja

fue del 1% y la más alta del 6% y en el tercer día estuvo entre 3o/o y 49'"

respectivamente. La cantidad total de nauplios obtenidos en los tres tratamientos

durante los tres días de trabaios fue de 4296000
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4.6. EVALUACIÓN DE ORGANISMOS

4.6.1 Larvicultura

En la primera fase de evaluación correspondiente a la larvicultura, la variable

evaluada (Longitud-crecimiento) en los estadíos de nauplios hasta Postlarva l8 de ios

tres tratamientos (SS, SC, CC) es pareja, es decir que los datos de longitud tomados

en milímetros no pfesentan diferencias estadísticamente significativas y los resultados

demuestran que no existe ningún tipo de diferencia en tamaños en ninguno de los tres

tratamientos evaluados. Con esto no existe ningún tipo de dominio de ningún

tratamiento manteniéndose de esta manera igualdad en los datos.

Con esto podemos demostrar que el crecimiento de los organismos' sea cual Sea su

procedencia genética o el tratamiento que se emplee es paralelo en los estadios

tempranos del camarón. La variable evaluada como es la longitud no presentó

diferencias sino más bien la igualdad en el tamafio es muy pareja. Es muy dificil

saber si algún ttatamiento en especial pafa camarones o alguna línea genética

mejorada de camarón esta creciendo mucho más rápido que un tratamiento control' en

estos estadíos la evaluación no funciona, ya que no podemos observar datos que

demuestren diferencias en crecimient*'

De la misma manera se trató de establecer diferencias entre los tanques de un mismo

ffatamiento, pero como los datos obtenidos demuestran que existe una estrecha

relación en longitud de todos los organismos y de todos los muestreos' por lo tanto de
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manefa general todos los tanques de un mismo tratamiento presentaron al final datos

parejos y sin deferencias estadísticas bien marcadas'

4.6.2. Tanques rectangulares

En la segunda fase de la evaluación de los organismos compfendida desde el estadío

Post larva 19 hasta post larva 73, las evaluaciones realizadas durante las ocho

semanas fueron cambiando. Durante las cuatros primeras semanas de avaluación

hubo una estrecha relación en peso entre los tres tratamientos empleados y no hubo

ningún tipo de ganancia en cuanto a peso se refiere. De la quinta Semana en adelante

se empezó a notar el dominio de los s-s y fueron finatmente estos quienes

presentaron mayor peso seguidos por los S-C y los C-C'

La diferencia de peso que existe entre los s-s de los s-c y los c-c es considerable

siendo los S-S los que dominaron y los que presentaron finalmente los pesos más

altos en el experimento. Desde la quinta Semana en adelante Los S-S tuvieron las

mayores ganancias en peso presentando organismos muchos más grandes que los dos

tmtamientos restantes.

Los S-C presentaron los segundos mejores pesos evidenciándose de esta manera la

importancia de solamente un organismo seleccionado' El peso y el tamaño de estos

organismos fueron mayores a los C-C, siendo estos últimos los que tenían los

organismos más pequeños de los tres tratamientos utilizadas'
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El orden jerarquico en el que se presentaron los tratamientos deja en claro la

importancia al recurrir a la utilización de organismos seleccionados. Si solamente uno

de los dos progenitores o parentales es seleccionado y es cruzado con un individuo

silvestre cualquiera y a su vez son empleados en una producción, se obtendrán

organismos con mejores pesos y tamaños muchos más grandes que los obtenidos

comúnmente en una producción normal. Pero si los progenitores a utilizar en una

siguiente generación son seleccionados y estos son utilizados para una producción

comercial, se garantizará obtener al final, reproductores con un incremento mayor en

tallas y pesos e incluso con mayores ganancias genéticas. El aporte genético que

brindan los organismos seleccionados utilizados para crear una siguiente generación

es tal que se incrementa el volumen en masa de los descendientes'

Con el primer ciclo de selección realizado se obtuvieron ganancias genéticas y en

volumen de peso y masa corporal demostrados en este trabajo, si se realizaran diez

ciclos de selección utilizando solamente individuos seleccionados en una producción

comercial los niveles de producción se incrementarán al doble y por lo tanto los

ingresos económicos de producción se duplicarían y estaríamos mejorando e

incrementando la producción a nivel nacional solamente con la utilización de

organismos seleccionados con una sistema de producción comercial de los utilizados

en el país por muchos camaroneros.
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La importancia de utilizar organismos seleccionados en una producción es

fundamental, ya que las ganancias genéticas y en peso obtenidas son evidentes en este

trabajo. El utilizar progenitores seleccionados para una generación de individuos

garuntiza mayor volumen en peso? mayor ganancia genética y lógicamente una mejor

producción en cuanto a esta especie se refiere.

ll0



DISCUSION

El análisis de diversidad genético y la determinación de parentesco para la

reconstrucción de pedigrí pueden ser realizados por marcadores microsatélites' En

este estudio determinamos el genotipo de tres Grupos de animales sacado de un alto

proceso de selección de presión masal. Los datos fueron usados para la variabilidad

genotípica y el análisis de diferenciación genético' Además' la divisién de grupo en

dos niveles fue realizada: gfupos de hermanos completos (FS) y grupos de hermanos

completos más Primos (FS+C)'

El efecto de domesticación y la selección masal teóricamente esta orientada a una

disminución de variabilidad genética (Wolfus et al., lgg7)- En tilapias el número de

elelos y la heterocigocidad ha sido relatado después de cuatros ciclos de selección

(Rpmana-Eguia et al., 2005). De igual manera en Penaeus monodon (Xu et al' 2001)

relatan una reducción sobre el número de alelos y genotipos comparando poblaciones

salvajes. Así mismo en el salmón la reducción de la diversidad de alelos en un 20 y

48% fue determinado comparando poblaciones salvajes (Mjblnerbd et al'' 1997 '

Norris et al., 1999, Skaala et al., 2004). Con nuestro trabajo no encontramos una

reducción sobre el número de alelos, ni heterocigocidad debido al proceso de

selección, ya que ninguna variabilidad disminuida en el nivel de microsatélites fue

observada, es evidente que la selección masal en la alta presión no erosiona la

variabilidad genética por sí mismo donde un número apropiado y eficaz de parentales
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fueron utilizados. Esto podría ser un verdadero sostén aún para poblaciones con un

nivel moderado de imbreedine como en nuestro caso (la F :0-23)-

El nivel de Fis (coeficiente de consanguinidad de la población) inbreeding era similar

entre el grupo control y el grupo de hembras seleccionadas (0.23 y 0.22

respectivamente). Inbreeding para machos seleccionados era inferior (0.15) pero el

pequeño tamaño de la muestra podría dificultar la generalización de este resultado. La

depresión de inbreeding podría ser medido directamente cuando la información sobre

la Fis y el valor de fenotipo individual esta disponible en un nivel demográfico.

Cuando propusieron la Heterocigocidad a Múltiples Locus (MLH) como un

alternativa para el Fis (Slate et al., 2004) se utilizó este en algunos experimenttx;

{Bierne et al. 2000), relata una correlación positiva entre el multilugar heterocigótico

MLH y el índice de crecimiento en dos variables de P. stylirostris mantenidos en

aislamiento durante 17 generaciones. Del concepto de MLH y los resultados en P.

stylirostris, es evidente que más individuos presentaron esta eorrelación, p. ej.

Aquellos teniendo más alto los niveles de heterocigocidad deberían presentar

genotipos extremos. No era la cuestión con nuestro trabajo, donde los valores de Fis

eran similares y no se diferenció entre e[ grupo control y el grupo de hembras

seleccionadas. MLH era un prototipo de genotipos extremos, como un indicador de

nivel bajo de inbreeding, entonces el grupo de individuos con genotipos extremo
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nuestfas hembras y machos seleccionados, debe en el promedio tener los niveles

inferiores de F inbreeding que el grupo de contral'

La prueba pafa la diferenciación demográfica mostró que los individuos

seleccionados divergieron del grupo de control. Los machos y hembras seleccionadas

eran genéticamente idénticos. mientras que diferentes del grupo control. La carencia

de diferenciacién entre ambos grupos seleccionados podría ser explicada por el

tamaño de la muestra en el grupo de machos seleccionado, donde sólo 14 individuos

eran genotipiados. Sin embargo ninguna diferenciación fue vista entre los machos

seleccionados y grupos de hembras. La estructura demográfica es rnedida por la

variación de frecuencias alélicas debido a cambios adaptativos de poblaciones

salvajes debido a la mutación, la selección, y la migración- En un proceso de

selección, este cambio es ol resultado directo del moldeado de la población original

debido a la presión de selección para el carácter a mejorar, cuando otras variables

como parentales seleccionados y la información de pedigrí son usadas para reducir al

mínimo el flujo genético (Romana-Eguia 2004).

(Nei 1972) Distancias genéticas entre el grupo control contra hembras seleccionadas

y grupo control contra machos seleccionados efa muy alto (0-24 y 0.38

respectivamente). En una evaluación similar sobre P. vannamei, seis líneas

seleccionadas para 5 generaciones para el crecimiento en la presión baja (20 al l0 %\

y evaluado bajo las mismas condiciones mostraron distancias genéticas entre 0.0é a
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0.21 (datos inéditos). En la platija japonesa, (Nei 1972) distancias genéticas entre

individuos resistentes y susceptibles para Vibrio anguillarum, seleccionado para una

generación y sacado de una población salvaje, eran 0.08 (Liu et al., 2005). En el

Salmón salat, (Nei's 1978) distancias genéticas entre tensiones domesticadas

recorridas de 0.008 a 0.188 (skaala et a1.,2004). El mismo análisis (Nei 1978) a la

par con nuestros datos mostfó los valores de 0.23 (el control contra hembras

seleccionadas), 0.30 (el control contra machos seleccionados) y 0.07 (hembras

seleccionadas contra machos seleccionados)'

El hecho que altas presiones de selección generan estos niveles de diferenciaciÓn

genética es indicativo del poder de formación genética con una presión de selección

del I Yo. Ya que nuestros datos fueron generados de animales de la misma

generación, nuestro estudio excluye los efectos posibles de flujo genético debido al

número reducido real de padres seleccionados durante el proceso de reproducción.

Lo que podemos ver que aquí está el efecto directo de selección en la modificación de

estructura genética. Un programa de cría de largo plazo basado en la selección de

aasas con ia alta presión debería cambiar frecuencias génicas en niveles no antes

relatados"

El dimorfismo sexual ha sido demostrado en L. vannamei donde las hembras tienen

tie,nden a presentar mayores peso y tamaños que lo machos. (Argueet al., 2442,
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Gitterle et al., 2005). En una población con estas características' en un proceso de

selección masal debería aplicarse presiones de selección diferentes a cada sexo- La

verdad, era el caso para nuestros animales ya que los machos eran sumamente

desequilibrados en comparación con las hembras, cuando los animales entraban al

sistema de maduración. La diferencia de tamaño entre machos y hembras debería

estar alrededor del 9 %. De hecho calculamos que mientras que las hembras fueron

seleccionadas alrededor del I o/o, los machos fueron seleccionados en

aproximadamente el 0.2 %,

El empleo de Ia información de los miuosatélites para la determinación de familia

fue probado con los animales control y seleccionados. En una situación ideal con el

número bajo de familias, el alto polimorfismo de los microsatélite y genotipo paternal

conocido, la asignación de familia con microsatélites es real. Tal situación antes ha

sidc relatada en P. japonicus (Sugaya et al., 2002). Sin embargo, en la producción

comercial. las condiciones son remotas. Nuestros datos fueron generados de un grupo

de animales cultivados en condiciones comerciales pero la obtención de parentales de

esta población no era posible. Esta situación es común en la acuicultura donde

marcadores moleculares podrían permitir la reconstrucción de pedigrí fNorris et al.,

2000). Una población de camarón comercial es formada por una sola generación de

Éruces. Estos cruces corresponden a familias de solamente hermanos ya que un

macho siempre insemina a una hembra. La recuperación femenina y masculina para

la preparación de otro cruce puede variar de 5 a 30 días que excluyen la posibilidad
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de parentescos en la mitad en esta clase de población (L' Hani, comunicación

personal). Si la población paternal tiene un nivel de inbreeding' es también posibie

que algunos individuos sean el producto de mezclas de los padres relacionados que

pueden generar la tercera progenie de grado (primos hermanos)' Además, una

maduración comercial con reproductores de mediana talla produce más de 200 cruces

por noche.

Bajo estas circunstancias el número real de parentales seleccionados podría alcanzar

un nivel que permita la conservación de variabilidad genética sin el flujo sensible'

Dependiendo del polimorfismo y el numero de cruces, 15 a 20 microsatélites podrían

ser suficientes para distinguir entre grupos de solamente hermanos sin tener otra

relaciones de individuos, mientras que 10 microsatélites podrían discriminar entre

grupo de hermanos más primos y sin relaciones individuos (Blouin, 2003)' Con este

trabajo relatamos el grupo generado con 14 microsatélites con un número variable de

alelos.

El beneficio genético en un programa de selección masal esta relacionado con tres

factores: heredabilidad, fenotipo, discrepancia expresada como desviación estándar

del carácter en selección e intensidad de selección. La heredabilidad es un valor que

es inherente a la población y las condiciones ambientales donde la población se

desarrolla. El aumento de heredabilidad podria ser alcanzado por un buen control de
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las condiciones ambientales. Sin embargo en un ajuste comercial esto podría ser

imposible controla¡ o mejorarse. El fenotipo es también una variable que puede ser

aumentada para mejorar el beneficio genético, con regularidad en el principio de un

programa de cría por la construcción de poblaciones bajas con una amplia

contribución de variación genética. Sin embargo, una vez que un programa de cría se

proyecta como una vía, el fenotipo puede ser considerado como un factor fijo que con

cuidado debería ser manejado para asegurar el éxito a largo plazo del programa de

selección. La intensidad de selección de otra parte es el único miembro de la ecuación

que fácilmente puede ser manipulada por el criador.

En una población dada, la distribución normal de un carácter es Ia suma de pequeñas

distribuciones correspondiente a la variación de familia que forman una

descendencia. Teóricamente, confonne a un programa de cría, más alto el nivel de

intensidad de selección, menos las familias seleccionadas, que disminuye la

contribución genética a la siguiente generación. Un número reducido de families

significa una erosión de la variabilidad genética y el aumento de inbreeding. lJn

eompromiso entre la presión de selección y la conservación de variabilidad y el nivel

de inbreeding debería ser alcanzado cuando la información de pedigrí no está

disponible.

Sin embargo si la información de pedigrí era de una selección masal disponible

podría ser optimizado para el beneficio máximo genético (Doyle y Herbinger, 1994).
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En la Acuicultura, donde miles de individuos son cultivados en condiciones similares.

la presión de selección podría alcanzar altos niveles, en el orden de l/100 o aún

l/1000. Consideremos por ejemplo una charca de camarón comercial en las

condiciones extensas que podrían producir alrededor de 60000 individuos por

hectárea. Charcas comunes, en condiciones ecuatorianas, pueden contener alrededor

de 600000 individuos y las presiones de selección pueden ser bastante altas.

La división de grupos de poblaciones es una forma de conocer el pedigrí usando los

marcadores moleculares. La determinación de métodos para la división de grupo es

un área activa de investigación (Blouin, 2003). En una simulación en gr'gas

Cassostrea, con información paternal disponible, se manifestó aquel el 87 Yo de

individuos podría ser dividido cuando un número de 13 familia fue reunido usando 3

lugares sumamente polimórficos. Con 88 genotipos paternales, del 5 al7.9 oA de la

progenie inequívocamente podría ser asignado (Taris et al., 2005). En un estudio

similar en P. .Iaponicus, las simulaciones mostraron que el 95 o/o de la progenie

podria ser asignado a paternales con 9 microsatélites. Resultados sin embargo

empíricos con 6 microsatélites permitisron a la asignación correcta del 47 % de

individuos evaluados con la madre verdadera. Las discrepancias entre las

simulaciones y los resultados empíricos fueron explicadas por la presencia de alelos

nulos y pobres genotipos debido a la pobre calidad de ADN (Jerry, 2004).
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La división de parentescos de grupos seleccionados y grupos de control era posible

solamente con esta la información generada. La mejora de la división podría ser

posible con un número mris alto de locus, más alto el nivel de polimorhsmo y la

disponibilidad de genotipos paternales. Sin embargo, aunque la división de grupo no

pudiera ser perfecta, la posibilidad de tener la información al menos parcial podría

ayudar a dirigir cn¡ces en un programa de cría para evitar inbreeding. El empleo de

información basada en la división de Parentescos (primos hermanos) podría ser mejor

para dirigir cruces de información basados solamente sobre grupos de parentescos.

Las mezclas de grupos de Primos podrían ayudar a proteger contra la posibilidad de

usar la información de parentesco donde la división no podría ser bastante exacta.

Además, la disponibilidad de información genotípica podría ayudar a seleccionar a

individuos específicos con alelos raros para aumentar sus frecuencias. Esto podría

ayudar artificialmente a me-iorar la variabilidad genética de la población en la

selección.

En el grupo de hermanos completos se presentaron un total de 41 grupos en los

animales control y 59 grupos en los seleccionados. Los hermanos completos + prirnas

nrastraron 15 grupos en los animales control y 2l grupos en los individuos

seleccionados. Un macho del grupo seleccionado fue dividido solo como el miembro

de un grupo en ambos FS y FS+C. Otros machos seleccionados fueron agrupados con
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hembras en FS diferente y grupos FS+C' La

programa de cría y su empleo en cruces

genética que de otra manera será perdida'

identificación de tales individuos en un

podría contribuirse con la variabilidad

En los grupos Control FS, el 49 oA dela población coffespondió a 12 de los 4l grupos

obtenidos, el significado que el49 oA de la población fue producido en el 29 7o de las

parejas disponibles paternales. En los individuos Seleccionados el 5l o/o de la

población fue asignado en el 2l Yo de grupos FS. Asimismo para el análisis FS+C' el

57 o/o delos individuos controles fue asignado en 3 grupos (et 20 %o) mientras que el

540A delos individuos seleccionados fue asignado a 6 grupos (el28Ya)'

Aproximadamente et 50 % de la población fue asignado a pocos grupos' Este hecho

podría ser explicado por el número diferencial de huevos por supervivencia fernenina

en todas partes de todas las etapas de crecimiento que podrían ser relacionadas con

motivos genéticos. En la maduración de camarón, las hembras muestran una amplia

gama de huevos y producción nauplios. Así mismo las diferencias de supervivencia

de grupos de familia antes han sido relatadas (Gitterle et al., 2005).

El alto nivel de variabilidad de los microsatélite y número de FS y grupos FS+C

encontrados en los individuos seleccionados era un encuentro inesperado' se opuso a

las previsiones de pérdida de variabilidad esperada por aproximaciones teóricas' En

condiciones favorables para el número efectivo de reproductores [Ne) disponible en
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maduraciones comerciales es posible especular que una selección masal tratada en el

! Vo o presiones inferiores podrían ser posibles sin la pérdida sensible de variabilidad

ge.nética que usa la información de los microsatélite. Además, el microsatélite podría

ayudar a supervisar la variabilidad baja demográfica y el nivel de erosión de

variabilidad durante cada ciclo de selección para asegurar un beneficio sostenible

genético.

Durante la selección masal sobre el camarón hemos encontrado machos y hembras

que se desvían hasta 7 desviaciones eslándar de la población. Estos individuos

podrían representar genotipos extremos de las familias a las cuales ellos pertenecen.

Hasta ahora aquellos fenotipos extremos fueron desechados bajo la sospecha que

aquellos animales no podrían pertenecer a la población en la selección. La agrupación

de aquellos individuos extremos con FS o grupos FS+C podría manifestarse que

individuos extremos encontrados sobre charcas comerciales pertenecen ala población

eriadora y su valor de cría podría ser un objetivo sumamente valioso. El futuro trabajo

ron la agrupación tomará en cuenta a estos individuos y si la selección es positiva

ellos serán usados como futuros parentales.

La alt¿ presión de selección sobre poblaciones de camarón comerciales, donde el

nl¡¡nero efectivo de reproductores es elevado, y la disponibilidad de marcadores

microsatélites para dirigir cruces abre nuevas avenidas para la selección de camarén.
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La evaluación del procedimiento combinado (Doyle y Herbinger,1994), es el camino

y su validación podría tener un impacto interesante para la industria donde el

crecimiento y la supervivencia son los aspectos principales económicos de interés. La

anulación de inbreeding, conservación y supervisión de variabilidad genética y el

beneficio genético parece factible con los instrumentos introducidos con este trabajo.
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RECOMENDACIONES

Es muy importante tener en cuenta las poblaciones pfesentes de determinados

organismos especialmente en camarones ya que encontraremos individuos de

diferentes pesos y probablemente en dicha población, además de una gran diversidad

genética por la cantidad de individuos existentes. Mientras mayor sea la cantidad de

organismos presentes en la población mayor será la probabilidad de encontrar

variedad de genes con organismos que presentan una información genética distinta a

los otros.

para llevar a cabo una selección genética es muy importante tener en cuenta el tipo de

seleccién y la presión de selección que se vaya a utilizm, ya que mientras más alta

sea la presión de selección más alto será el grado de consanguinidad de las

organismos seleccionados. La consanguinidad es determinante en un proceso de

srlección ya que no podemos cruzar individuos emparentados genéticamente porque

afectaría parámetros como crecimiento y supervivencia viéndose reducidos y

reflejando en la producción constituyéndose en una gran desventaja para el sector

comercial.

En las pruebas de parentescos para selección genética es importante utll\zat

microsatélites variables o polimorficos, ya que permitirá obtener y observar un gran

l?3



número de bandas ajustándose de esta manera a los modelos de segregación

mendeliana. Estos microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues

esmbinan varias ventajas como son su codominancia, multialelismo y su alta

heterocigocidad; de esta manera los datos de pruebas de parentescos para selección

genética darán una mayor confiabilidad en el momento se rcalizar los respectivos

cruces de los organismos.

Un proceso de selección genética implica una serie de pasos y procedimientos con un

tiempo determinado. En un ciclo de selección se obtienen ganancias en peso y masa

de un l0 % lo cual constituye un incremento en crecimiento y se obtienen organismos

seleccionados que servir¿in para realizar posteriores ciclo de selección. Es

recomendable realizar ciclos de selección para mejoramiento genético ya que

comercialmente incrementa los ingresos en cuanto a la produccién nacional.

Realizando l0 ciclos de selección genética se obtendrán ganancias del 100 oA en

crecimiento duplicando de esta manera el peso de los organismos porque al final

veremos individuos con mayor talla y peso que los utilizados originariamente. De

igual manera la producción comercial se habrá duplicado representando fuertes

ganancias para todo el sector camaronero y nacional.

Los organismos productos de una selección genéticamente presentarán una gfan

diversidad genética, porque podemos obtener líneas mejoradas de camarones con
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información genética diferente a las otras. De esta manera estamos contribuyendo al

aumento de poblaciones genéticas diferentes y lo que es más importarite a la n*

desaparición de poblaciones originarias de individuos.

Para los productores camaroneros es importante el tener líneas distintas de camarones

y de esta manera obtener descendencia de individuos diferentes con probabilidades de

sacar finalmente reproductores con mayores pesos y el poder contar en stop con

líneas genéticamente mejoradas y garantizadas como producto de un excelente

proceso de selección genético.

Los trabajos de seleceión requieren un glan esfuerzo y una buena manipulación en

todos los procedimientos a seguir, por lo tanto se recomiend* realizar un buen trabaio

y un control minucioso de todo lo que implica esto, y de esta manera gannfizat

finalmente el trabajo realizado con los resultados obtenidos en la etapa final de todo

el proceso de selección.
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ANEXOS



ANEXo t. EXTRACCIóN DE DNA coN EL tr,grooo op crm,rg,x

Colocar los tubos ependorf de 1,5 ml en las gradillas

Colocar en el fondo del tubo 2,5 ¡ú de proteinaza K (enzima proteica que

rompe proteínas)

Adicionar 50 ¡rl de Chelex (este debe estar en el agitador en el momento de

ser utilizado)

Colocm el tejido a examinar (pleópodos)

Tapar los tubos ependorf, anotar la identificación y colocar en los flotadores

Llevar a baño María a 55oC durante dos horas

Hervirpor un tiempo de l0 minutos en el calentador

Vortexear tqdas las mueshas

Centrifugar por 5 minutos a 14000 revoluciones a 20oC

Retirar el sobrenadante

Guardar en el refrigerador a -20"C hasta ser utilizado
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ANEXO 2. EXTRACCIÓN DEL DNA CON EL MÉTODO DE CTAB

Colocar tubos ependorf en las gradillas

Colocar 5 pl de proteinaza K en el fondo del tubo

Adicionar 50 pl de la solución CTAB

Vortexear todos los tubos ependorf

Colocar las respectivas muestras en los tubos (pleópodos)

Vortexear nuevamente todos los tubos ependorf

Encubar a baño María a 55oC por un tiempo de dos horas

Maceras completamente todas las muestras

Volver a encubar a baño María a 65oC durante 8 horas

Colocar 500m1 de phenol-cloroformo

Centrifugar a l4000revoluciones durante 5 minutos a20oC

Recuperar el sobrenadante y colocar en otro tubo (de 300 a 400 ¡rl)

Añadir cloroformo (la misma cantidad del sobrenadante que se sacó de 300 a

400 pl)

Centrifugar a 14000 revoluciones durante 5 minutos a una temperatura de

20,c

Colocar en otro tubo el sobrenadante (250 pl)

colocar 500 pl de isopropanol en el mismo tubo (este debe estar en el

congelador para que se pueda precipitar)

a

a

a

a

a

a

137



Colocar en el refrigerador por dos horas a -20"C para que se precipite

Centrifugar a 14000 revoluciones por 5 minutos a?AT

Luego votar todo el liquido y solo dejar el pellet

Colocar 500 ml de etanol al70o/o (congelado) para que se enjuague

Centrifugar a 14000 revoluciones por 5 minutos a20C

Luego se vota todo y se deja solamente el pellet y se pone a secar por dos

horas al ambiente

Adicionarle 100 ¡rl de TE tampón 1X

Colocarlo en el refriserador a-20"C

Cuantificar el DNA para determinar su concentración
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ANE,XO 3. CUADRO CONTROL DE

CONTROLES

ORGANISMOS SELECC1ONADOS Y

il

I
:i

.]

Núm. Ors Códieo
Color
anillo Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanque Superv

I 372 Roio Pleorxrdos Hembra Control 38.3 I
2 359 Roio Pleópodos Hembra Control 25.5 8

3 443 Roio Pleópodos Macho Confol 28.4 8

4 385 Roio Pleónodos Macho Control 18,5 I
5 982 Roio Pleopodos Hembra Control 20.s I

6 433 Roio Pleópodos Hembra Control 1Á I
7 792 Roio Pleopodos Hemb¡a Control zl 8

8 994 Roio Pleópodos Hembra Control ¿o- I 8

() 186 Roio Pleópodos Macho Control )1 6 8

t0 3?9 Roio Pleópodos Hembra Control 3 1.7 9

z',to Roio Plzupodos Hembra Control 28.6 8

L l4 Roio Pleopodos Macho Control 24.7 8

3 r57 Roio Pleopodos Hembra Control 29,2 I
l4 52 Roio Pleópodos Macho Control 26,8 8

486 | Ro¡o Pleópodos Hembra Control 31"4 tt

6 36'1 I Rqio Pleóoodos Hembra Control 20.9 8

7 19'7 Roio Pleópodos Macho Cont¡ol 20.8 8

t8 415 Roio Pleópodos Hembra Control 28.3 8

19 97',l Roio Pleópodos Hembra Control 71 ) 8

z0 '791 Roio Pleópodos Hembra Control 30.2 8

2l 98J Roio Pleópodos Macho I Control 141 8

22 68 Roio Pleópodos Macho Control 25.8 I 8

23 261 Roio Pleopodos Hembra Control 28.9 I

24 305 Roio Pleóoodos Hembra Control ?1 { 8

25 2'17 Roio I Pleopodos Hembra Control 2't.t I I
76 178 Roio I PleóPodos Hembra Control 8

27 431 Roio Pleópodos Hembra I Control 26.8 q

?8 t52 Roio Pleópodos Macho Control 22.6 8

29 454 Roio Pleopodos Hembra Control 2l 9 X

30 59 Roio Pleópodos Hembra Control 8

3l 382 Roio Pleópodos Hembra Control 25.8 8

3L 998 Roio Pleóoodos Hembra Control 27.3 8

33 251 Roio Pleópodos Hembra Control 27.6 8

34 3J6 Roio Pleónodos Hembra Control 33. l 8

35 )ó Roio Pleópodos Macho Cont¡ol 24.3 8

36 356 Roio Pleópodos Hembra Control 25.6 8

37 93 Roio Pleóoodos Macho Control 28.7 9

38 979 Rojo Pleóoodos Hembra Control 25.6 I

39 L)C Roio Pleópodos Machir Control 25.4 8
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ANEXO 4. CUADRO CONTROL DE ORGANISMOS SELECCIONADOS Y

CONTROLES

Núm. Ore- Códio'o Color anillo Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanque Superv

51, t6 Roio Pleóoodos Hembra Control 26 ü

41 985 Roio Pleopodos Macho Control t8 8

42 399 Roio Pleópodos Hembra Control J l.l 8

43 482 Roio Pleópodos Hembra Control ?l 1 8

44 498 Roio Pleopodos Macho Control 22.8 8

45 483 Roio Pleópodos Hembra Control 26.7 I
46 t8 Roio Pleópodos Macho Control z7 9

4',7 '190 Roio Pleopodos Macho Control J\) I
48 424 Ro o Pleópodos Hembra Control 23.3 8

49 786 Ro o Pleópodos Macho Control 75 ? 8

50 400 Roio Pleópodos Hembra Control 24.1 8

51 36J D^:^ Pleópodos Hemb¡a Control 20-5 8

52 284 Roio Pleóoodos Macho Control )fi| 8

53 t79 Roio Pleópodos Macho Control 28.4 8

54 982 Roio Pleopodos Macho Control l5 8

55 ^n 
I Roio Pleópodos Hembra Control 29 8

56 324 Roio Pleónodos Macho Control 25.4 8

57 264 Roio Pleópodos Hembra Control ??q I
58 984 Roio Pleórcdos Macho Control l9.l 8

59 389 Roio Pleopodos llembra Control z7.l 8

60 38J Roio Pleopodos Hembra Cont¡ol ¿3 8

61 788 Roio Pleópodos Macho Control t9 8

o¿ 262 Roio Pleónodos Macho Control ,r t,5 8

63 92 Roio Pleópodos Hembra Control 1l ? 8

64 285 Roio Pleóoodos Macho Control 23.4 8

65 43 Roio Pleopodos Hembra Control L3 8

66 339 Roio Pleopodos Hembra Control 19.5 8

67 22 Roio Pleópodos Macho Control )71 8

68 448 Roio Pleópodos Macho Control JL.L 8

69 250 Roio Pleópodos Macho Control 26.5 8

70 456 Roio Pleóoodos Macho Control ¿o 9

11 492 Roio Pleooodos Macho Control l8 8

72 798 Roio Pleopodos Hembra Control 28.4 8

73 4J7 Roio PIeór¡odos Macho Control 2l 8

74 375 Roio Pleóoodos Hembra Cont¡ol 29.2 8

75 84 Roio Pleópodos Hembra Control 26,8 8

76 308 Roio Pleópodos Hembra Control 28 9

77 493 Roio Pleópodos Macho Confol 25.9 8

78 l4l Roio Pleopodos Macho Control 30,7 9
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ANEXO 5. CUADRO CONTROL

CONTROLgS

DE ORGAN1SMOS SELECCIONADOS Y
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ANE,XO 6. CUADRO CONTROL DE ORGANISMOS SELECCIONADOS Y

CONTROLES

A

Núm. Ore. Códieo lolor anillr Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanque juper!

8 53 Azul Plerinodos Hembra Seleccionado 40.3 a

I l15 Verde Pleopodos Hembra Seleccionado 37 -l ¿

20 112 Azu,l Pleópodos Hembra Seleccionado 38,9 2

zl 807 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado {x \ .,
X

22 862 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado 43.1 2

23 869 ,Azul Plcvlnodos Hembra Seleccion¿do 26.7 )

¿q 743 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado AI

25 721 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 38.7 z

26 636 Azul Pleópodos Hembra Seleccionad<r 45,8 ¿

27 79J Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 33.4 ¿

28 701 Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 44,5 2

29 63t Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 4)'7

JT' 786 Azul Pleopodos Hemtrra Seleccionado 37.5 1

3l 908 Azul Pleorxldos Hembra Seleccionado 31.7 2

J¿ 580 Azu Pleónodos Hembra Seleccionado 43.4 2

J-1 842 Azu Pleópodos Hembra Seleccionado 36.8 I

34 769 Azu Pleópodos Hemb¡a Seleccionadcr 35_2 2

35 520 Azu Pleo¡ndos Hembra Seleccionado 36. I 2

36 7J8 Azu Pleónodos Hembra Seleccionado 17) 2

821 Azul Pleooodos Hembra Seleccionado 38_4 2

l8 531 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado A1 a 7

JY 547 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado 42.2
.,

40 1t'7 Verde Pleopodos Hembra Seleccionado 40,3 1

4l 107 AzuI Pleopodos Hembra Seleccionado 395 2

42 764 Azul Pleooodos Hembra Seleccionado 41.5 L X

43 500 Azul Pleorx¡dos Hembra Seleccionado 40-7 2

44 596 Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 40.4 2

45 27 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 4)?

46 843 Azul Pleopodos Hembra Seleccionad<r 38.7 )

47 728 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 4t.7 2

48 754 Azul Pleo¡ndos Hembra Seleccionado 37.8

49 630 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 42.9 2

50 727 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 43.2 2

5l 181 Azul Pleopodos I{embra Seleccionado 39.4 )

52 524 Azul Pleópodos Hemb¡a Seleccionado 3 7.6 z

53 858 Azul Pleooodos Hembra Seleccionado 34.6 z

54 6JJ Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 38 2

55 544 Azul Pleóxrdos Hembra Seleccionadc 43.3 L X

56 80J Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 3 1.5 ')

t42



ANE,XO 7. CUADRO CONTROL DE, ORGANISMOS SE'LECCIONADOS Y

CONTROLES

Nir Códieo Color anillo Muestras Sexo T¡atamlento Peso-gramos Tanque iuperv

157 5l I Azul Pleópodos Hembra Seleccionado

158 556 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado ,17,I 2

159 A Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 40,9 2

r60 t4: Azrtl Pleóprrdos Hembra Seleccionadcr 145 L X

l6l 8',72 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 38 ¿

r62 646 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 36-4 2

163 788 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado + t-L ¿

164 5úl Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 42.3 X

165 33 Azut Pleópodos Hemhr Seleccionado 4l 2

Seleccionado 38.6 2
r66 708 Azul Pleópodos Hembra

t6'7

168

799 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado ^l

737 Azul Pleópodos Hembra Qeleccinnedo 40-3 z

36.9 ¿ x
169 531 Azul Pleopodos FIemb¡a Seleccionado

170 8J6 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 4 1.6 2

t7l Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 42^9 2

r'72 )/u Lzul Pleópodos Hemb¡a Seleccionadtr 39.8
.',

I /J 503 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 45.6 1

Azult74 fbJ Pleópodos Hembra Seleccionado 41.3 2

t75 '784 Azul Pleonodos I Hembra Seleccionado 42.7 | 2

176 ]tI Azul J PleoPodos Hembra Seleccionado 37.8 2

t71 525 I nrrl lPleóPodos Hembra Seleccionado 41"6 2

t78 571 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 39.3 2

179 819 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado I 39'6 1

180 710 Azul 1 Pleópodos Hembra Seleccionado I 42.5

l8l 792 I Azul Pleópodos Hembra Seleccionadc¡ 41.3 L

IR? '749 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 40

183 739 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado +¿"tr 2

184 550 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 35" r 2

r85 )ló Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado 4r.4 7

18ó 644 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 39.9 z

187 '778 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 41.4 2

188 517 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 38.6 ¿

189 522 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado /^ t z

190 62i Azul Pleópodos Hembra S.'leccionado 34.7 2

191 568 Azul Pleonodos Hembra Seleccionado 34.6 z

192 787 Azul Pleopodos Hemb¡a Seleccionado 41.9 2

r93 l9 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 3?

t94 759 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 38,9

195 /JU Azul Pleópodos Hemf,ra J Seleccion?do na-

1+-r



ANEXO S. CUADRO CONTROL DE, ORGANISMOS SE'LECCIONADOS Y

CONTROLES

A

Núm. Org Códieo Color anillo Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanque juperv

196 Z3 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado 40 2

763 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 39. I 2

98 864 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado -1 l-J 2

99 780 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 39.7 2

200 730 Azul Pleopodos Hemhra Seleccionado 39;7 2

201 755 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 38.2

202 584 Az,ll Pleopodos Hembra Seleccionado 36"9 2

203 556 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 42.4 z

244 793 Azul Pleópodos Hembra Seleccionadcr 40 2

20_5 597 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 4l.8 z

206 11^ Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 38.9 1 x

70'7 863 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 43.7 L

208 '7 45 Azul Pleonodos Hembra Seleccionado 38.3 2

209 860 Azul Pleóoodos Hembra Seleccionado 38,9 2 \

zlfJ 538 Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 40.9
.,

Jt I Ázu:l Pleríoodos Hembra Seleccionado Jl,ó -!

f z 991 Roio Pleóoodos Macho Seleccionado 24-l
.,

2 J 422 Roio Pleóoodos Macho Seleccionado t9,4

2 A 36J Roio Pleópodos Macho Seleccionado 3t.l )

2 't '794 Roio Pleopodos Macho Seleccionado ??q )

z 6 tót Rolo Pleórndos Macho Seleccionado 28 ! X

¿ '7 t8l I Roit' Pleonodos Macho Seleccionado f J"J 2

8 167 | Roio Pleopodos Macho Seleccionado 3 1.5 2 x

9 358 Roio Pleopodos Macho Seleecionado 1A< z

224 At- Roio Pleóoodos Macho Seleccionado 3,1.7

221 280 Roio Pletirrodos Macho Seleccionado 2i,6 \
222 785 Roio Pleópodos Macho Seleccionado .JU.)

., \
zz,1 130 Azul Pleópodos Macho Seleccionado 3 1.8 \

224 121 Azul Pleopodos Macho Seleccionado )9. 2

225 8'7 1 Azul Pleopodcs Hemb¡a Seleccionado 39 10

226 800 Azul Plsórlodos Hembra Seleccionado -10,8 ¡0 \
77'.1 .4zul Pleopodos Hemtrra Seleccionado t0

ó 51ü
'Pleóporios Her¡i¡ra Seleccionado 40.2 trJ

22t) 7-ít) Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 42.5 t0

230 140 Azu! Pleópodos Ilcmbra Seleccionadtr 38.4 l0

t1t Azuj irleólx.¡dos

Pieopoiios

IJemlrra Seleccionad<r 44,8 lo

232 703 Azul Hsm'c¡a I Seleecicnach 10

233 810 Azul Pieooodos i liemhra Seieccionadc, 13.5 10

i -14 878 Azul PLr.oncdcs He-r*l-'ra Sele¡::ci;¡nad¡¡ rl.i !!i

i litff



ANEXO 9. CUADRO CONTROL DE ORGANISMOS SELECCIONADOS Y

CONTROLES

a?¡ri r,:los I !lembra Se leccioneilo
87-? Azul

Azult¡{l

=fj4

?6')

:61 922
Iicmirra Seisccionario

Azul 10s i Iembla Selecclo¡adr.r

dzut iiemirra Seleccionado

' --finr:J Scicrciu¡r:l,.:r'l
F¡^^

-1:. /

4i

¿

Núm. Ore. Códieo Color anillo Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanclue

2-?5 757 Azul Pieopodos Hembra Seleccionado )t-t
236 840 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 40"2 0
237 767 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 4l.l 0

238 IJ Azul Pleópodos Hembra Seieccionado 29-9 0 x
239 9i2 Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 47 0
240 836 Azul Pleóoodos Hembra Seleccíonado n
1,1 | 808 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 38.7 ñ
't A'l 593 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado 7T1 0
¿+-1 752 Azttl PIeónodos Hembra Seleccionado 43-4 0
244 38 Azul Pleónodos Hembra Seleccionado 38. I 0
245 30 ,Azul Ple.orrodos Hembra Seleccionado 39"_s 0
246 774 .a^zul Pleórxdos Hembra Seleccionado aJ--i {}

1,11 Azul Pieó¡odos Ilembra Seleccionado 39.8 0
248 501 Azui Pleírnodos Hembra Seleccionado 14
?49 554 Azul Pleópodos Hembra Seleccionado A< '' It

7i5 ñzu Dl-i.^_- J-- i iecr hra {lF;F,.,-;.año¡,. Ti

251 7ú2 Azu Pleópotlos Hemb¡a Seleccirx¿rdo !8.4 U

¿iJ 919 Azu Fieópodos Hembra Seieccionatlo -1i-o 0 \
25,1 92ü A¿u Pleópodos Hemb¡a Seleccionado t0 X

5at Pleórorios Hembra -\elcccionado
lt.1 ii)

-i<
:!S I tctlit!ta Seleccionado 1( 1 tü

!il1? A z,ri {¡l¡,',.i^.¡,1^
-1 l--. l!i

l<? t4l Ver,-1s Pleól.oi1os Hem!--ra Seleccic-na,lo +t-o 1ü

:56 b4:i i Azul Hembra I Seie*cicna.do fl

lle ml-.ra i 3e!e ccir¡nario

Azul i ilieóoodos I iviirchri I Seiecuionaciir

i ai26.1 5 8!) Azul iliprirr¡',i, 'c ii¡rrrirr¡ \¡i,....irrne,i,' irl
1ÁQ iall Azul Pleópoi-los llembra I Seieccionarkr 26.1 ¡í¡

i(r9 .,1-I(l Picoporios Hcmhla IS¡!eccionatftr l3.ri \
,.L¿ui_ _-- i Flct¡pc;d!'s

Azul I Pleóoodos

-

4 7¡rl i Pie,in¡r¡i,rc

I len- h..
l

iicmttta I

Hentbra l

IJAñ1hr..

Scieccr,¡nader

Sclccsíonado

-<e !errcionado

lr.7 l

38-ó i

I++.-i l

ir,i i+iii I

-

ttl I

-

i^ i

I T-l



ANEXO 10. CUADRO CONTROL DE ORGANISMOS SELECCIONADOS Y

CONTROLES

Núm. Ore. {lódipo Color anillo Muestras Sexo Tratamiento Peso-gramos Tanque Superv

274 724 Azul Pleopodos Hembra Seleccionado 0

275 709 Azsl Pleónodos Hembra Seleccionado 41.5 0

276 876 Azul Plwpodos Hembra Seleccionado 0

277 736 Az:.lJ Pleópodos He¡nbra Seleccionado 43,8 0

278 586 Azul Pleónodos Hemlra Selecci,onado 30,9 0 x

279 868 Azul Pleópodos Hemb¡a Seleccionado 10. I 0

280 505 A:zll Pleópodos Hembra Seleccionado )41 0

28r {aa Azui Pleopodos Hemtrra Seleccionado 48

287 515 Azul PleóDodos Hernbra Seleccionado 44.1 0

283 92 '{zu Pletipodos Hembra Seleccionacio 43.4 n

284 913 A zrr Pleópodos Hemlra Selecciooado 48,2 0

liff 851 Azu Pleópodos Hembra Seieccionado 25"4 t,

iaf o 598 ALU Pleópodos Hembra Seleccionado 33.8 0

Pleóoodos I{embra (e l¿,-,- i' rn a,l.r

]RC 860 Azu Pleópodos LIA-K.' Seieccionado

?89 1'11 Azl Pleópock¡s Hembra Sclec.cionado Ji,{

290 €ili Plcépodos Liemt¡ra Selece onado ?i -¡ {t

lYl I t.l Fleírpodos Hembra Sclece Llna-do .tv.a 0 \
?s{} ¡\zui Plerlpodos He nrbra rf I ..1 fl

293 yr I Azul irieópocios Hembra Seleccionado 3n U

Pleónoilos rIprnhrq Seieccionado +:,1

le5 559 H+mhrq (.¡l¡¡,-icne¡ls 1,C. ? ¡ {l

101- 548 Azul Pleóporlos Ilembra Seieccionado 42.'.7 I {) \
539 Azul D! -/,-..¡,,-flg('L,UUU¡ l'lembra S*lecci<inacio 11 a I

1(t9 828 Az.trl P leónocios H er¡rbr¡¡ Seleccionadt

64i Azui Pieópodos Hemb¡a Scleccionado 40.8 l0

]f,1 Pleópodcs uéñhfa c-t-.^i^-4t.' t0

Pieóncdos i-ie rni..ra Seieccicnaio IO

302 5,19 Aztt Pleópodtrs Hembra Seleccionado 41.6 10

303 536 Aztt Fleéooclos lJemb¡a (. -i.-...-l^---i--Jtrttruul( r!I41 4 | 19.7 lii
¡ I .--L-- .lüi tLLltt¡ l¿u{ I

Seleccionado .11 A ¡t¡ I
I \305 '717 Pleópodos Hembra

3ü6 916 Azu Pieóporios Hembra Seieccionado .J?l l0
: i r¡rtl)riii:\

.1 ?¡rr I D

i+o



ANEXO 1 1. CANTIDAD DE ORGANISMOS QUE MURIERON DURAI\ITE E',L

TIEMPT] OL]E DLJRO tA PRTJEBA DE PAR.ENTSESCO

Núm Códiso Sexo Placa Tanque

29 454 Hembra Control 9

t.i ?s8 Macho Conuol E

r07 iúJ Hembm Plaea 2 2

JLJ Hembia Piaca 2
aL

ii? 741 Hembra Placa 2 2

tl4 ia4 Hembra Placa 2 ¿

!1! Herri'ora Piase 2

1En Hemt¡ra Placa2 ¿

| \\ 544 Hembra Plaea 2 ?

i42 Hembra Placa 2 2

fs4 Hembra Placa 2 ¿

tAo -<31
II-*hro Placa 2 J

t74 563 Hembra PLapa-2 ¿

ri6 t.tJ Hembra Placa2 ¿

;
186 641 Hembra Placa 2

206 7J4 Hembra Placa 3 z

?atsl 86ü Hembra Placa 3 ,

LL.1 130 Macho Placa 3

226 800 Hemtrra Placa 3 10

Hembra ?iaca3 i0

238 'i5 Hemb¡a Placa 3 lu

1<',| 919 Hemb¡* Placa 3 l0

253 920 Hembra Placa 3 t0

873 Hembra Ptaea 3 l0

268 529 u.,*Lla Dl-,-^ ? ln

269 558 Hemtrra Placa 3 l0

'ra,l 1aa Herrrbra Placa 3 IU

,19. 586 Hembra Placa 3 10

285 ü)t Hembra Plac¿ 3 tli

291 755 Hembra Placa 4 i0

296 548 Hemtrra Placa 4 t0

LVI 539 Hemb¡¿ Plaea 4 It,

3ü5 trt i-iembra Piaca 4 t0

741t+ I
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ANEXO 15. DATOS DE DESOVES DEL PRIMER DIA DE TRABAJO

Tratamiento Hembr¡

Desove

Total Pareisl Ncgativa

S-S lnserninacién

S-S Inseminacién

S-S Inseminación *

s-s lnseminación

s-s Inseminacién

s-s lnsernirrapió¡

S.S lnseminación

s-c Inseminación *

S-C Inseminación

S-C hseminación * *

S-C Cópula

S-C Cópula

S-C CópuIa *

s-c Cépula

s-c Cópula

S-C Cónula



ANEXo 16. DATos DE DESovES DEL sEGUNDo oÍa ns TRABAJo

Inseminación

i

¿

¡

t5l



ANEXO 17. DATOS DE DESOVES DEL TERCER DiA DE TRABAJO

Tratamiento II*mbra

De¡sl'€

Total Parcial Ncgativr

s-c Inseminación

S.C lnserninación

S-C tnsemlnacton

S.C I¡semin¿eién

s-c lnseminación

S-C Inseminación

S.C l¡seminacién

s-c Inseminsción

S-C Insemi*aci¿irr *

s-c lnseminación

s-c lnseminación

S-C Inseminacién *

s-c Cópula I

S.C Cópula *

s-c Cópula f

s-c Cénula *

s-c Cóp¿¡la I

s-c Cópula

s-c Cósr¡la

S.C Cópula

S-C Cópula



ANEXO 18. DATOS PROMEDIOS DEL PRIMER PESO REALIZADO EN LAS

SEMANAS POSTSIEMBRAS

Tancue Tratamiento Núm animales Peso total Peso promedio Observaciones

SC 36 0.9797 0.427 No fueron secados

¿ SC 40 0.6004 0.0t5 Fue¡on secados

3 CC 29 0.4307 0.015 Fueron secados

SS J) 0.5879 0.017 Fueron secados

Jó 0.45_1 0.0t2 Fueron secados

6 CC 29 0.3636 0.013 Fueron secados

,7
SC 38 0.7766 0.02 Fue¡on secados

I LL 38 0.400r 0"011 Fueron secados

9 SC i) 0.6058 0.01 7 Fue¡on secados

l0 SS 53 a.?6 0.014 Fue¡on secados

1t SC 48 0.ó884 0.014 Fueron secados

SS JJ 0.ó95 0.021 Fueron secados

IJ SS 40 0"7184 0.018 Fueron secados

l4 SC -JO 0"7815 0.022 F'ueron secados

l5 SS 3L 1.0207 0,032 I animal de 0,2 e

lo CC 39 0.s243 0.013 No fueron s€cados

t7 SS 42 4.9637 0,023 Fueron secados

t8 CC 47 0,ó515 0,014 Fteron secados

lo SS 42 r.0476 0,02i Fueron seoados

20 CC 69 0,6% 0.01 F-ueron secados

2l CC 53 0,7005 0.013 Fueron secados

22 SS 27 0.776 0.028 Fueron secados

a-1 SC f4 1.0 r 53 0.018 Fueron secados

24 SC] 48 0"77',71 016 Fueron secados

r54



ANEXO 19. DATOS PROMEDIOS DEL SEGUNDO PESO REALIZADO EN

LAS SEMANAS POSTSIEMBRAS

Tanoue Tratamienfo Num animales Peso tolal Peso Bromedio 0bserveciones

SC 4{ 3.885 0,09:

¿ SC 2t 2.208: 0.07(

4, 3.018t 0.071

4 SS 3: 2,893' 0.08:

CC 3( 2,31 I 0-06r

6 CC 4l 2-2774 0.04!

7 SC Jt 0.07, I o¡e de 0,8280

8 LL 3.4341 0,10;

v SC 2l 1.70! 0.061

l0 SS L 2.t761 0.10:

n bL 2{ 1_544 0,07

t2 SS z< 3. t7 t: 0.12 1

13 SS -)- 4,3221 0- 12:

t{ SC ¿ 2,204Í 0.1 0'

t5 SS z', 0.081

t6 CC ¿ 2.046: 0.09:

1'l SS ?: 2"5461 0.10

t8 4t 1.8281 0.03!

t9 SS 3¿ 3.75( 0.1l

20 CC
IA 2-',146 0.0(

z\ LL 5 3.53i 0,0(

22 SS 3{ 3.483¿ 0,n

LJ SC 2: 1,3 16r 0,05

!a SC t.823t 0.07i

¿

155



ANEXO 20. DATOS PROMEDIOS DEL TERCER PESO REALIZADO EN LAS

SEMANAS POSTSIEMBRAS

Taneue Tretamieeto Núm nnimales Peso tot¿l Peso Bromedio Ob¡ervaciones

SC 3i 5.804, 0.19:

¿ SC u 7.213: o ?5'

3 CC zt 6.230: 0.28

4 SS z 5^1321 0.24t I ors de 1,0454 g

5 3 4.2921 0"13t

6 CC 'la 4,47 t: 0.15r

7 SC L: 2.8531 0.12¿

ó CC 3.367 0.t21

I SC 2( 4,386( 0,16t

10 SS 3( 5=547i 0"15,

ll SC 3r 4.253',, 0.13',

SS 2 5.795: 0.25

t-J SS -1{ 4"t251 0.13:

tÁt+ SC 2l 3.462', 0,1 6,

l5 SS 2t 4.601 0"15f

t6 CC ¿¿ 3,558r 0.14f

lf SS 2{ 3 -17 5t 0.1 5t

l8 LL 2\ 2.94: 0.14:

t9 SS ¿, 3. I 57t 0,14:

,)^ 2: 3.?'tt: 0.1

2l CC 3: 2,19& 0.06i

22 SS I ¿-53J. 0.t2".

¿.) SC 2a 1.9241 0,08.

¿{ SC 2.03I( n
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ANtrXO 21. DATOS PROMEDIOS DEL CUARTO PESO REALIZADO EN LAS

SEMANAS POSTSIE,MBRAS

Ianeue Tr¿tamientn Núm animales Pe¡o total Peso oromedio Observ'aciones

SC 2f 8,793: 0,31z I o¡g ds 1,1876

2 5L 5.667t 0.40,

3 CC 7.2061 0.31

4 SS I 7-081{ 0._19:

CC I 3.2t7: 0.t5:

ó CC I 3.198 0.19!

1 SC I 4.1901 {\ )1(

8 CC I 3.7 5',7 0.221

9 SC 2l 5,54 | 0.26 I ors de 0.8958

10 SS L: 8.189i 0.35( I ore de 0,8985

ll SC z1 6.032( a,z7'

L2 SS 2 10.538r 0,45t I ors de 0.9017

Li SS ¿ 8.634r 0,41

l4 SC 7t 7.628 a.264

¡5 SS 4,313: 0.2_3! I ors de 0. I.0 1 84

It' CC 7.755 tt 1/

1a SS 1{ 7.845r 0.39:

ió CC I 6-130. 0.3( I ors de 0-8279

t9 SS z'. 8.8042 o ??r

2A )z 6,205: 0.25t

z1 4,883: 0.25'.,

22 SS z( 6^498: 0.3?r I de 1.2657 v 1.0284

23 5L at J.f,UJ, 0.19(

¿+ SC j¿ 7.986 0.33;
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Al{gxo 22. DATOS PROMEDIOS DEL QUTNTO PESO REALIZADO EN LAS

SEMANAS POSTSIEMBRAS

Tanque Tratsmiento Núm animales Peso total Peso promedio 0bsen'aciones

¡)L I 9.732' 0.5r I ore de 1.0383

SC I 10,0-r2t LA3',¡4-1.0242-t-4474

J
1( 8.1 90 0,40! 1.2137

á SS I t2,485( 0.73/ 1.0592- 1,05 I I

I '¡.a172 0.4"1 r"5838

0 CC I '7.8'79t 0.46': 1.0329

7 SC I 9.379:. L I 253- 1.03 I 2- I.0208

I ccl 2( 8.687, 0.43. 1.0048

9 SC ¿2 t4,943: 0.62 I.0367- I,0342

t0 SS 13.500f 0,79t 1,5995- 1.243 l-l,4923

il SC ¿: 10.58 1, 0,4( 1.0329

t¿ )5 I 5.030¿ 0"83i 2.644s-1.2826-t.4417

l-t SS 9,5341 0,86( l-531 l-1-3371-1"2344

l4 SC 2i 9.r93t 0.4171 l. I t98

15 SS 21.819. 1.36: 2;t882-2,1583-1,677I

Itt Lt- ?a r2. I 8, 0.55: I "0465

17 SS tt 8.748! 0.67) t.67 &t -1.2't 69- | "3 45 4

l8 IL 1i 11.256', 0.46t l l3l

t9 SS 2l t4.629t 0.73 r 1.01 13-1"0898-1.3219

20 ¿ I 1"582: 0.55 r 1,0293-1,22'.19

2l L,L- I 9.27 3: 0,51: r.0355-1.0736

22 SS )l t7.077t 0,85 2-6196- 1.0395- 1.327s

¿-1 SC
.,f

I 5.500: 0.59( 1.1383- r.1938- 1.3296

24 SC 1'. 0.59 1 .4? 13- r.03 1 9

158



ANEX023'DATOSPROMEDIOSDELSEXTOPES0REALIZADOENLAS

SEMANAS POSTSIEMBR"AS

Peso promedio Observaciones
Tanqut Tratamiento N'ín animeles Peso total

9.307: 0,46536:
I SC

1l

t? ?36' 0.8335437:
2 SC

t

0.768512:
*1

I t) )96"

I "35268235:
q SS I ?? qq5(

o 869-51428(
5 CC t2.l'13:

o 76390588i
6 CC I 12,986

0.89145294
1 SC t I 5.1 54:

8 CC r I,337! 0,62988333:

21,194 0.84'1',|'7
() SC 2:

r* 144 l.20960666
l0 SS I

0.80037333:
SCtt

1 ? OOsf

1.1 1888421 I
12 SS l1 ?t ?{R'

rIo hav orsanismos
IJ SS

0.81484444'
lt SC I 1L 661'.

t.37291176:.
l5 SS

23..139:

16 CC 1 12,638¿ 0,8425(

1.3473312:
SS I ?t \i1

0.7293 1578!
l8 I l? Rl'

r aa<1"
t0 SS

)t ?{ io5r

0"66146666
20 ¿ ! 1 RqOl

0.83085263:
2l fC I I 5,786:

22 SS
22,098 t.22769444¿

LJ SC 21 18.481: 0.88006190

1á SC
I 15,340r t.a221a666.
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ANEXO 24. DATOS PROMED1OS DEL SEPTIMO PESO REALIZADO EN LAS

SEMANAS POSTSIEMBRAS

Tanque Tratamiento Núm animales Peso total Peso nromedio Observaciones

)L I 13.260', 0.780041 l7(

SC I t9"289t 1.07166 r l r

-1 CC 16.888: 0.888868421

Á SS 19.994' l.l 10r

5 2A.W7t I.l 165

6 CC 19.445: I,143841 1?(

,7 SC ¿ 2r.5521 1.02632381

8 CC I 14"847 0.824861 I I

9 SC
.,{ r9.7 l8 I 0.98590i

l0 SS 2 l. r09: 1,40728666]

il SC 16.839r 0.93553333i

l2 SS ¿ 22.476 1.0?0:

l3 SS
rlo hav organismos

t4 SC I 21.079' L,t7 1077771

SS
I 3t,076',

t6 2 19.241: 0,91625238

,T SS t 32.216',

l8 CC zl 19.943 0.99715i

t9 SS l! 22.077i 1.161963 151

')n LL I 16.244: 0,955547051

LI CC 1 24.6721 r.17486190i

22 SS 1 19.648{ 1"15581 176:

¿3 SC ¡ 18,964¿ 0.99812631(

1A SC I 27.4351 ! .61 38?058
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Ai\¡EXO 26. DIFERENCIAS DE PESO ENTRE TRATAMIENTOS DURANTE

LAS OCHO SEMANAS DE PESÚ

ul

SF.MANAS DEANALISIf sc-cc SS. CC SS-SC

Seurura 2 0.006 0.009625 0.003ó25

Semana 3 0.008625 0.03? 0.0283?s

Semana4 0.004375 a.ü22 0.01?625

Semana 5 0.030125 0.101875 0.07175

Semana6 0.0592375 0.372:875 0.313638

Semana? 0.05?5136 0.510053 0.452539

$emana I 0.0?05?5: 0"3?4654 0.304079



A},¡gXÜ 27. DIFERENCIAS ESTADISTICAS ENTRE TRATAMIENTOS

{PROBABILIDADES) DURANTE LAS SEMANAS DE POSTSIEMBRAS

SEMANAS DE
ANÁLISIS SC-CC SS-CC SS. SC

Semana 2 0.0388591 0.000988534 4.271231

Semana 3 0.ó58763 0.00286952 0.02 19l l3

Semana 4 0.98?659 0.'13376 0.818946

Semana 5 0.662?81 0.0192342 0. t I ?094

Semana 6 0.682962 0.00007ó7878 0.0005?0409

Sem¿n¿ 7 0.ó30278 0.0000003 1558 0.00000191933

Semana 8 0.85791 0.0330764 0.0933777

l6_i
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ANEXO 29. PORCE,NTAJE DE SUPERVIVENCIA DE LOS ORGANIMOS

DESPUES DE LAS OCHO SEMANAS DE ANÁLISIS (COSECHA DE

ORGANISMOS}

IANQU[ TR{TAMIENTC
CANT ORG
PESADOS

CANTORG
COSEC

CANT ORG
MTIERTOS

PORCENT
ST]PERY

I SC 189 949 362 6\ )7

¿ SC r63 '799 538 53.2',7

3 CC 171 '/17 612 47.80

4 SS 161 I l33l 0,53

5 173 95 I ZJ¿ b-J-r

6 171 934 395 62.27

7 SC l6l 851 488 56.73

I CC t69 t0z rz29 6"80

9 SC 179 78 t243 5.20

10 SS 180 2.02 1118 17, 41

ll SC 111 I 120 ')ñ ? 7 4.67

IL SS 163 744 593 49.é0

IJ SS ta t 0 l 363 0.00

t4 SC 165 844 491 56.27

t5 SS 155 0 1345 0,00

to CC 166 335 999

tt SS 154 50 lz96

l8 CC t93 807 500 53.80

19 SS 184 tt¿ 604 47,4',7

2A t t, :¿¿ 654 624 43.60

z1 223 t'|2 1 105 tl-47

-:¿ SS l5l 578 1"t I 38.53

¿-1 SC 196 98l lZJ 6-{.40

24 SC t7l 244 1085 16.27

tó5



ANEXO 30. GEL DE POLIACRILAMIDA MOSTRANDO LAS BANDAS DE

DNA AMPLIFICADAS UTILIZANDO DIFERENTES TIPOS DE

M]CROSATÉLTffi,S

+¡J
,'.'*

ir, *
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ANEXO 31. INSEMINACIONES REALIZADAS CON HEMBRAS Y MACHOS

SELECCIONADOS

t67



ANEXO 32. SET DE LARVICULTURA DONDE FUERON SEMBRADOS LOS

DIFRENTES NAUPLIOS PROVENIENTES DE LOS TRES CRUCES DIRIGIDOS

**

-:,.é-::.:qj-.:

.-"
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ANEXO 33. TANQUES EXTERIORES EN LOS CUALES SE SEMBRO A LOS

ORGANISMOS EN ESTANIOS DE PL 15

169



ANEXO 34. TANQUES EXTERTORES MOSTRANDOS LOS RESPECTMS

A(:]I.rAMA.1'S

I

.9
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ANEXO 35. COSECHA DE LOS ORGANISMOS DE LOS TANQUES

RECTANGT-II-AR5S
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