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INDUCCION A LA TRIPLOIDIA DEL CAMARON BLANCO DEL PACIFICO
(Litopenaeus vannamei Boone, 1931).

RESUMEN

El cultivo de camarén a nivel mundial se realiza con especies marinas de la
famiha Penaeidae, géneros Litopenaeus y Farfantepenaeus. En México tres
especies del género Litopenaeus se caracterizan por presentar particularidades
apropiadas para el cultivo. La especie Litopenaeus vannamer del Pacifico
Mexicano es considerada como una de las méas adaptables a los sistemas de
cultivo por tener una gran adaptaciéon al cautiverio, amplia tolerancia en la
calidad del agua, alta sobrevivencia y la mayor tasa de crecimiento observada,
ademas de un alto valor en el mercado. La induccion a la triploidia y obtencién

de organismos estériles es considerada cocmo una opcién Gue representa

grandes ventajas para la produccién (incremento en el crecimientc, sabor de la
carne, coloracion mas intensa en algunas especies y reduccién en la mortalidad
del huevo), lo cual se puede lograr con diferentes técnicas. En el présente
trabajo se verifico el tiempo en el cual se llevaba a cabo la liberacion del

segundo cuerpo polar, observando que la mayor frecuencia se efectia a los 18

minutos después de haber sido fecundado el huevo. Se realizé la induccidn de la

triploidia aplicando choques térmicos de temperatura los cuales fluctuaron de

los 0 a los 40 °C con una duracion entre los 5 y los 30 minutos, aplicandolos a

los huevos cuando tenian de 0 a 24 minutos después de haber sido fecundados.

Los resultados muestran que la triploidia se obtuvo aplicando el choque a una
temperatura de 10 °C durante 15 minutos y a los 20 minutos después de la
fecundacién del huevo. Se verificé la obtencién de organismos triploides (3n)

mediante el conteo cromosémico y realizando una comparacién con el numero

cromosémico de un organismo diploide (2n).

Palabras clave: Cultivo de camarén; Litopenaeus vannamer triploidia.
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INTRODUCCION

A nivel mundial los camarones marinos de la familia Penaeidae, estan
conformados por 60 especies, de las cuales mas del 80% han sido cultivadas
a diferentes niveles de intensidad tecnolégica. En México, contamos con seis
especlies que presentan caracteristicas apropiadas para ser cultivadas. Tres
de ellas pertenecen al género Farfantepenaeusy las tres restantes al género

Litopenaeus.

Entre las especies que tienen las mejores posibilidades de manejo en
sistemas de cultivo destacan en el litoral del Pacifico, el camarén blanco
(Litopenaeus vanname), el camarén azul (Litopenaeus stylirostris) y el‘
camarén café (Farfantepenaeus californiensis) y en el Golfo de México, el
camarén rosado (Farfantepenaeus duorarum), el camarén blanco
(Litopenaeus setiferus) y el camardén café (Farfantepenaeus aztecus)

(Arredondo, 1990a fide : Arredondo y Lozano, en prensa).

De las especies antes mencionadas particularmente el camarén blanco del
Pacifico (Litopenaeus vannamel), es considerado como una de las especies
mas adaptable a los sistemas de cultivo, ya que existen tecnologias que han
sido aplicadas y probadas durante mas de veinte afios a escala mundial y
que han arrojado buenos resultados. Ademas, este organismo presenta una
gran facilidad de adaptacién al cautiverio, una amplia tolerancia a los

cambios de calidad del agua, una alta sobrevivencia, su tasa de crecimiento



es mayor en comparacién con otras especies y alcanza un elevado valor

econdémico en los mercados tanto nacional como internacional.

Actualmente, el cultivo de camarén ha alcanzado una gran relevancia en
paises tales como Tailandia, Indonesia y Ecuador, los cuales en el afio de
1998 ocuparon los tres primeros lugares de la produccién a nivel mundial,
siendo esta de 223,000, 156,000 y 108,000 toneladas respectivamente. En
nuestro pais la camaronicultura es mas reciente y se inicia formalmente en
1985. La produccién total obtenida en 1998 que incluye a la pesca y a la
acuicultura alcanzé méas de 70,000 toneladas, de las cuales 48,000 toneladas
fueron extraidas por medic de pesquerias tanto en altamar como en esteros,
bahias y lagunas costeras, mientras que 23,000 toneladas fueron obtenidas
mediante cultivos en granjas camaroneras, lo que ubica a nuestro pais con
esta produccién en el décimo lugar a nivel mundial (Anuario estadistico de

Pesca, 1998).

Debido al enorme potencial que tiene México en ambas costas es necesario
promover e impulsar el cultivo de camarén en granjas, para poder satisfacer
la necesidad creciente de este producto, sin tener que sobre explotar los

recursos marinos.

El cultivo de cualquier especie en cautiverio, conlleva una elevada inversién

para producir voliumenes en cantidad y calidad suficiente para hacer



rentable la actividad y competir en los mercados nacional e internacional.
Para lograr la rentabilidad econémica y/o financiera del cultivo es necesario
considerar un gran numero de factores que tienen que ser contemplados en
los proyectos productivos, entre los cuiles podemos mencionar los insumos
basicos de la produccién tales como el abastecimiento constante y
permanente de postlarvas, de alimentos balanceados, fertilizantes y
quimicos, el mantenimiento de las instalaciones, la mano de obra y otros
mas. En particular el cultivo del camarén requiere de una fuerte inversion,
ya que si bien este producto tiene una gran aceptacién en el mercado
nacional e internacional y alcanza buelnos precios, la recuperacion del
capital invertido requiere de varios anos, dependiendo de la intensidad
tecnoldgica que se aplique al cultivo. Por esto mismo, es de gran importancia
poder ofrecer a ios productores tecnologias mediante las cuales se puedan
abatir los costos de produccién, como por ejemplo la disponibilidad constante
de postlarvas resistentes a las enfermedades y a los cambios de la calidad
del agua, el manejo eficiente de la densidad, de la nutricién y alimentaciéon
de los organismos, y lineas o variedades de camar6n que alcancen la talla
comercial en un menor tiempo, y que sean mas resistentes a las condiciones
de manejo, lo cual implicaria una reduccién significativa en los costos de
‘operacion de las granjas, para que asi tanto las grandes como las pequenas
granjas camaroneras puedan tener una produccién que satisfaga las

demandas del mercado.



MARCO TEORICO

Caracteristicas generales

El camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamel es una especie
nativa de la costa oeste del Océano Pacifico. Esta especie se encuentra
distribuida a todo lo largo del Pacifico desde Sonora, México, hasta Tumbes
en el norte del Pert (Perez-Farfante y Kensley, 1997). Se le puede localizar
en la zona costera desde la linea de costa en aguas someras hasta los 72
metros de profundidad, sobre fondos fangosos, con preferencia por las aguas
marinas en su vida de adulto y por las estuarinas o salobres en los estadios
de postlarva hasta juvenil. Es la especie mas cultivada en América, ya que
es eurihalina (tolera desde 5 a 40 %o) v euritérmica (tolera de los 10 a los 34
°C), y se estima que su talla méxima alcanza los 23 cm de longitud corporal

total desde la punta del telson hasta el final de los urépodos (Takeda, 1989).

Taxonomia
Como miembros de los crusticeos, los camarones son artrépodos
mandibulados con apéndices birrameos articulados, con dos pares de

antenas, caparazdn, branquias y la presencia de larvas nauplio.

Los camarones penaeidos se clasifican dentro de la clase Crustacea, orden
Decapoda, familia Penaeidae (Tabla 1). La familia Penaeidae, esta
constituida por 14 géneros que incluyen a un total de 120 especies. Dentro

de esta familia los camarones de los géneros Fenneropenaeus,



Marsupenaeus, Litopenaeus y Farfantepenaeus, se consideran los de mayor
importancia en las industrias pesquera y acuicola. Se han registrado un
total de 28 especies en el mundo. Estas especies se encuentran distribuidas
principalmente en las zonas tropicales o subtropicales y como caracteristica

morfolégica poseen de 1 a 4 dientes a lo largo del margen inferior del rostro

(Takeda, 1989).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica del camarén blanco (Crustacea: Decapoda) de acuerdo con

Martinez (1993).
Phylum Crustacea
(Subphylum)
Clase Malacostraca, Latreille, 1806.
Subclase Eumalacostraca, Grobben, 1892,
Cohorte Eucarida, Calman, 1904.
Orden Decapoda, Latreille. 1803.
Suborden Dendobranquiata, Bate, 1888.
Superfamilia Penaeidae, Rafinesque. 1805.
Familia Penaeidae.
Subfamilha Penaeinae.
Géneros Litopenaeus
Especie vannamei (Boone, 1931)

Morfologia

El cuerpo de los camarones penaeidos se divide en tres regiones bien
definidas y conspicuas: cefalotérax, abdomen y telson. Los apéndices del
cefalotérax son: anténulas, antenas, mandibulas, maxilas, maxilipedos y
pereiépodos. El abdomen esta formado por seis segmentos y seis pares de
apéndices llamados pleopodos cuya funcién es natatoria. En el telson se

encuentran los urépodos, que sirven también para la natacién. El



exoesqueleto en la regién del cefalotérax, presenta diferentes procesos como
espinas, suturas y gsurcos, cuya forma, tamano y distribucién es

caracteristica para cada especie (Figura 1).

Cefalotorax
Rostro Abdomen

egmentos

Pleopodos

i

ereiop

Urébodos

Figura 1. Morfologia de un camarén de la familia Penaeidae.

La familia Penaeidae, se caracteriza por tener el cuerpo poco o
considerablemente comprimido, rostro por lo general bien desarrollado,
comprimido lateralmente y aserrado; pedanculos oculares de moderados a
muy largos, anténulas con dos flagelos, mandibula-con un proceso incisivo y
el palpo con uno o dos artejos, primeros tres pares de apéndices similares,
quelados, planos, incrementdndose posteriormente en longitud; cuarto y

quinto par de apéndices bien desarrollados y simples.



La mayoria de los érganos de los camarones se encuentran en la regién del
cefalotérax. El cerebro es trilobulado y presenta un ganglio supraesofagico.
El sistema nervioso es ventral en el térax y en el abdomen, con los ganglios

metamerizados.

El corazén es ventral y se conecta directamente con el hemoceloma a través
de arterias abdominales. El sistema digestivo se compone de una boca,
estomago y hepatopancreas situados en el cefalotérax; un intestino, una
glandula intestinal en el abdomen y el ano situado ventralmente donde

comienza el telson (Martinez, 1993).

Dimorfismo Sexual

E] télico es una modificacién que tiene la hembra en la parte ventral del
cefalotérax a la altura del 3°, 4° y 5° par de pereiépodos, encontrandose las
coxas de este ultimo par de apéndices mucho mas separadas que el resto, en

esta estructura es donde el macho deposita el espermatéforo.

En cuanto a los machos estos presentan una serie de modificaciones; las
coxas del quinto par de pereiépodos son de mayor tamano que el resto
debido a que en ellas se forman los espermatdforos, uno en cada coxa. El
espermatéforo es una masa de espermatozoides envuelta en una cubierta
dura. Otra de las modificaciones es el petasma; el cual esta relacionado con

la transferencia del espermatéforo, es una modificacién en los endopoditos

del primer par de pledpodos, ambos se unen por un borde interno



membranoso que tiene una serie de estructuras quitinosas, dando la
impresion de un cierre relampago, y por Ultimo la appendix masculina, el
cual es un anexo del segundo par de pleépodos insertado a la altura del
basidopodito, formado por dos ramas una mayor espatulada y otra pequena

delgada y con sedas en el borde interno (Fenucci, 1997).

Ciclo de vida.

Tipicamente el ciclo vital de los camarones penaeidos ocurre en dos
diferentes tipos de ambientes: 1) ambiente marino, el cual es relativamente
profundo e hidrolégicamente estable y 2) ambiente estuarino, que es
relativamente somero e hidrclégicamente inestable (Chavez, 1290). En el
ambiente marino ocurre la maduracién sexual, la copula, el desove y el
desarrollo larval; mientras que en el ambiente estuarino, las postlarvas al
haber sido transportadas por las corrientes o haber emigrado, se nutren de
los productos ricos del ambiente estuarino, donde se desarrollan a juveniles
y crecen ha§ta el estado subadulto. Este patrén de desplazamiento puede
ocurrir estacionalmente en el caso de las especies de habitat templados, las
cuales durante la estacién fria migran hacia aguas profundas. Mientras que
los camarones peneidos de habitat tropicales pueden vivir durante todo el
afio en el ambiente estuarino, y solo efectuar desplazamientos a aguas
profundas al momento de madurar y reproducirse. No obstante, atin en los
camarones peneidos de hébitat tropicales que pueden exhibir actividad

reproductora durante todo el afio, esta limitada ya que todas las especies de



peneidos tiene un maximo de actividad reproductora; este maximo puede
estar sincronizado para una cierta especie por factores ambientales
cambiantes, tales como la temperatura, el fotoperiodo o la salinidad

(Takeda, 1989).

Seguin Judrez y Palomo (1985, fide! Arredondo y Lozano, en prensa), los
camarones peneidos son organismos de vida corta, entre uno y dos anos; su
ciclo de vida comprende distintas fases: huevo, larvas (nauplio, protozoea y
mysis), postlarvas, juveniles y adultos. Los camarones penetran al sistema
estuarino en estado de postlarva donde permanecen hasta la fase de juvenil
para después emigrar hacia el mar abierto donde logran la maduracién y se
reproducen. La copula y el desove ocurren en aguas oceéanicas profundas.
Los huevos miden entre 0.22 y 0.32 mm y eclosionan entre las 11 y 18
horas después del desove a una temperatura entre 27 y 29 °C. Cuando
eclosionan, el organismo resultante pasa por tres estadios larvales basicos:
nauplio, protozoea y mysis en sucesivas mudas, a la vez que se desplaza
hacia la zona costera. La talla de los camarones peneidos va aumentando
durante los diferentes-estadios larvales, asi el nauplio llega a medir hasta
0.58 mm; la protozoea 2.59 mm y la mysis alcanza una talla promedio de 4.3

mm de longitud.

Chavez, (1990), sefala que el desarrollo larval de los penaeidos se inicia una

vez que los huevos han eclosionado (aproximadamente 14 horas después de



la fertilizacién, a 28 °C) y termina cuando la larva se ha transformado en

postlarva, para lo cual pasa por tres estadios denominados por orden de

aparicion nauplio, zoea y mysis.

1)

2)

3)

Nauplio. Este estadio estd compuesto por 5 a 6 subestadios
(dependiendo de la especie). Durante el mismo las partes bucales de
las larvas se muestran sin desarrollo por lo que se alimentan
unicamente de su vitelo. El periodo de transicién del estadio nauplio
puede durar de 36 a 51 h dependiendo de la temperatura, el nado

caracteristico del nauplio es “intermitente”.

Zoea. El estadio de protozoea estd compuesto por tres subestadios, la
zoea se alimenta basicamente de fitoplancton y su periodo de
transicién es de aproximadamente 120 h. El nado caracteristico de la

zoea es “constante” de direccién delantera o circular.

Mysis. Constituido por 3 subestadios, esta se alimenta de una ampha
variedad de zooplancton y se parece méas a la forma de adulto. Su
duracién es aproximadamente de 72 h. El nado caracteristico es

“aleatorio” (Figura 2).
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Finalmente, el desarrollo larval que concluye en aproximadamente doce dias
da Iugar al estadio de postlarva que es muy parecida al adulto, aunque no

esta pigmentada y se alimenta casi exclusivamente de zooplancton.

Nauplio |

\
;,,'lv‘ NI TN
RO

Postlarva

Figura 2.- Diferentes estadios larvarios del camarén (sin escala).
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Reproduccién.

Existen dos tipos de crusticeos decdpodos de la familia Penaeidae, los de
télico abierto y los de télico cerrado, los cuales difieren en su morfologia y en
su estructura. El télico tiene la funcién de recibir al espermatéforo y se sitta
entre la base del quinto par de pereiépodos. Las especies pertenecientes al
género Farfantepenaeus presentan un télico cerrado y las del género

Litopenaeus télico abierto.

El télico cerrado presenta placas laterales que conducen a un receptéaculo
seminal donde lds espermatdforos son insertados. En estas especies los
espermatoforos son transferidos poco después de mudar la hembra, cuando
los ovarios aun no se encuentran maduros. Por lo que los espermatozoides
permanecen viables dentro del télico durante el largo periodo de intermuda,

y ademas pueden fertilizar varios desoves sucesivos (Martinez, 1993).

Las hembras de télico abierto presentan crestas y protuberancias
especializadas para la fijacion del espermatéforo, en estos camarones
penaeidos los espermatéforos son transferidos a las hembras gravidas pocas

horas antes de cada desove.

El par de testiculos del macho se extienden a lo largo del cefalotérax, y

tienen lobulos laterales que descienden sobre el hepatopancreas. El ultimo

12



16bulo conduce al vaso deferente, el cual lleva el esperma a la ampolla

terminal que se localiza en la base posterior del ultimo peridpodo.

El espermatéforo es la estructura que contiene a la masa de
espermatozoides y es transferido durante la copulacién (Chavez, 1990)

(Figura 3).

Figura 3. Télicum (a y a); petasma (b y b)) y espermatéforo ( ¢ ) de algunos camarones
Penaeidos.



Desarrollo gonadico
Es el proceso por medio del cual los machos y las hembras desarrollan sus
6rganos reproductores hasta producir 6vulos y espermatozoides viables. Los

camarones presentan diferentes caracteristicas externas de maduracion.

Maduracién gonadal en las hembras

Segtn Fenucci (1997), los ovarios de acuerdo al estadio de maduracién, se
extienden de la pared anterior del cefalotérax al telson, dependiendo del
tamano, color y textura; para identificar cada uno de los estados de madurez

en los ovarios se han descrito diferentes estadios (Figura 4).

Estadio I.- Goénadas transparentes de aspecto filiforme, pequenas

comparadas con los demés érganos y confinadas al abdomen, flacidas y de

color blanco translicido.

Estadio II.- Génadas transparentes, con aspecto filifarme pero con un esbozo

de desarrollo del 16bulo anterior, y con pocos cromatdforos.

Estadio IIl.- Génadas transparentes, hay un alargamiento importante,

reconociéndose un lébulo anterior con lobulaciones digitiformes que cubren



el hepatopancreas y la regién abdominal méas engrosada y bien diferenciada

del intestino, presentan muchos cromatéforos.

Estadio IV.- Ovarios visibles a través del exoesqueleto, se diferencian tres
regiones una anterior con dos lébulos, una media con varias lobulaciones y

una posterior que se continua hasta el telson, el color es verde palido.

Estadio V.- Ovarios visibles a través del tegumento, color verde oliva, con
cromatéforos. La regién anterior compuesta por dos lébulos doblados en
forma de gancho que llegan al extremo de la regién cefalica. La regién media
con seis lobvlaciones laterales digitifermes y una regién posterior abdominal

que se extiende hasta el telson.

Estadio VI.- Las mismas caracteristicas externas que el estadio V, pero la
consistencia es flacida y cremosa, deshaciéndose al tratar de removerlo, de
color verde rojizo (estos son los ovarios después de desovar).
~N

Una vez que las hembras han alcanzado su madurez se lleva a cabo la
cbépula, la cual comienza cuando el macho nada repetidamente acercandose
a la hembra por detras, a este se le puede llamar un comportamiento de
reconocimiento; posteriormente el macho se aproxima a la hembra por
detrds y coloca su cabeza por debajo de la cola de la hembra, esta

aproximacién a menudo resulta en un escape de la hembra. Simultaneo al
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nado del macho por bajo la cola de la hembra, la hembra comienza a nadar
rapidamente por delante. LLa hembra nada en una linea 1iger:;1mente curva a
lo largo de la pared del estanque y el macho la sigue en una posicién de nado
paralelo siguiendo los cambios de direccién de la hembra. El macho después
de perseguir a la hembra se voltea con el vientre hacia arriba y se brende a

la hembra, en este momento es cuando el espermatéforo queda adherido

(Takeda, 1989).

Figura 4. Estados de madurez de los ovarios de una hembra de camarén de la familia
Penaeidae.

El desove ocurre regularmente en el transcurso de las siguientes dos horas.

La copulacién en los camarones penaeidos aunque aparentemente parece
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efectuarse con mayor frecuencia durante la noche, también puede ocurrir

bajo condiciones de iluminacién (Chavez, 1990).

Control hormonal de la maduracién

En los crustaceos los pedinculos oculares contienen una variedad de
hormonas que actilan sobre diversas funciones tales como crecimiento,
metabolismo en general, muda, equilibrio osmético, etc. Las hormonas son
producidas por células nerviosas (neurosecretoras) que se encuentran en los
pedunculos oculares y el cerebro. Las secreciones son transportadas a lo
largo de los axones a la glandula del seno hasta que por un estimulo son

descargadas en la hemolinfa.

En el pediinculo ocular se encuentra el complejo 6rgano X, glandula del seno
que produce una variedad de hormonas, una de las cuales inhibe el
desarrollo de las génadas (ovarios y testiculos) y otra la hormona inhibidora
de la muda (MIH). Existen ademaés, otro par de glandulas que se encuentran
en la proximidad de las mandibulas (glandulas Y) que segregan la sustancia
responsable de la iniciacién del proceso de muda (si se extirpa esta glandula
el animal es incapaz de mudar). Existe también una glandula androgénica
cuya secrecién determina los caracteres primarios y secundarios de los
machos y el ovario, y cuyas hormonas determinan los caracteres sexuales de

las hembras (Chamberlain y Gervais, 1984).



Como es de imaginarse, si a un crustaceo se le extirpa el pedunculo ocular se
produce un aumento en la frecuencia de la muda y un incremento en la

vitelogénesis, es decir de la maduracién.

Para lograr obtener la reproducciéon de los camarones en cautiverio es
necesario inducir la maduracién de las génadas y existen diferentes métodos
que se emplean con la finalidad de acelerar este proceso. Uno de los cuales
es la enucleacién, la cual se lleva a cabo sujetando a la hembra por la parte
dorsal de manera tal que el pedunculo ocular quede libre, una vez sujeto el
organismo se calienta en la flama una aguja. poniéndola al rojo vivo y se
realiza una incisién en el pedinculo ocular “exprimiendo” todo el contenido
de éste, teniendo especial cuidado en no dejar nada en el pedinculo ya que

de otra forma no se obtienen los resultados esperados.

Otra técnica muy utilizada es la ablacidn, ésta se realiza sujetando al
organismo como se describié anteriormente, se esterilizan unas tijeras y se
corta el pedinculo ocular en el cual se encuentra el érgano X (Chamberlain

y Gervais, 1984) (Figura 5).
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Figura 5. Proceso de ablacién de los camarones peneidos para inducir la reproduccién. a)
reconocimiento; b) ligadura; ¢) cauterizacién; d) corte y e) revisién.

Se debe de destacar que si bien la ablacién y la enucleacién promueven la
maduracién, para completarla es necesaria la presencia de los machos ya
que en la mayoria de las especies el estadio de maduracion total se alcanza
luego de que las hembras han sido fecundadas (Chamberlain y Gervais,

1984).

Alimentacién
La alimentacién es de fundamental importancia en el proceso de la
maduracién, principalmente cuando se trata de efectuar ésta en pequefios

estanques. Dentro de los compuestos fundamentales de la dieta se
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encuentran las grasas, principalmente los &cidos grasos de la serie

linolénica (@ 3, de origen marino), colesterol y sus derivados.

Es por ello que se utilizan alimentos naturales ricos en estos compuestos, los
cuales sumados a la ablacién unilateral y a condiciones ambientales

favorables, permiten obtener la maduracién gonadal.

Entre las dietas mas usadas se encuentran combinaciones de anélidos
marinos, ostiones, mejillones, calamares, camarones, hueva de pescado, etc.
En algunos casos, se utilizan algunos de estos alimentos naturales
complementados con dietas balanceadas peletizadas, por lo general ei
alimento se administra en cantidades que van del 3 al 17% de la biomasa

del organismo, repartido de 2 a 4 raciones diarias (Fenucci, 1997).

Factores Ambientales

Los factores fisicoquimicos que determinan la calidad del agua apropiada
para el cultivo de camarones penaeidos, basicamente son: la temperatura
del agua, la salinidad, la concentracién de oxigeno disuelto, la transparencia

del agua, el pH y el amonio no ionizado (NHs).
Cualquier caracteristica del agua que afecte la sobrevivencia, el crecimiento

y la produccién en cualquier forma, es una variable de la calidad del agua.

Algunas de estas variables juegan un papel importante y pueden ser
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controladas en algin grado por técnicas apropiadas de manejo (Anénimo,

1988a, fide: Arredondo y Lozano, en prensa) (Tabla 2).

Tabla 2. Intervalos 6ptimos y criticos para el cultivo del camarén blanco Litopenaeus
vannamei, tomado de FAQ, 1991 fide: Arredondo y Lozano en prensa).

Parametros fisicoquimicos Intervalos 6ptimos Intervalos criticos
Temperatura °C 25 a 30 <10y >34
Salinidad (%/g0) 15 a 25 <5 y >40
pH 72282 <5y>10
Oxigeno disuelto (mg/L) 3ab <2
Amonio no ionizado (mg/L) 0a0.20 >(0.25

Temperatura.- El camarén es un organismo poiquilotermo, por lo tanto, ia
temperatura influye de modo directo sobre su metabolismo. El hecho de que
el periodo de digestién depende de la temperatura resulta comprensible
desde el momento en que intervienen un gran numero de reacciones
quimicas, cuya velocidad se encuentra determinada por la temperatura del
agua; a mayor temperatura mayor actividad enziméatica y en consecuencia
una intensificacidén en los procesos de digestién. Las temperaturas 6ptimas
del agua para un crecimiento rapido son superiores a los 25 °C y menores a

los 30 °C.

Salinidad.- La salinidad es la cantidad de sales disueltas en el agua de mar,

se expresa en gramos de sales en un kilogramo de agua en partes por mil

(%p0). La salinidad del agua de mar se debe a un numeroso conjunto de sales
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inorgdnicas muy variadas, que se encuentran asociadas a sus respectivos
1ones. El camardn es un organismo eurihalino, soporta cambios amplios de
salinidad, su crecimiento se mantiene mas o menos constante en intervalos

que van de 10 a 38 9/.

pH.- El pH es una medida de la concentracién de iones de hidrégeno e indica
si el agua es acida o basica. El intervalo éptimo para el camarén fluctiia de

7.2 a 8.2 umidades de pH.

Oxigeno disuelto.- Es probablemente uno de los parametros més relevantes
en la cria de lcs camarones, el grado de solubilidad de este elemento es una
variable dependiente de la temperatura, la salinidad y la materia organica e
inerganica, asi como del ritmo de preduccién y consumo caracteristicos para
cada ecosistema. La concentraciéon minima de oxigeno disuelto que puede
soportar un organismo depende de la talla y el tiempo de exposicidn.
Intervalos de 3 a 5 mg/L son los recomendables para la sobrevivencia y el

buen desarrollo de los camarones.

Amonio no ionizado (NH3).- Es uno de los principales producto de excrecién
del camarén y es téxico para los crusticeos, asi como para la mayoria de los
organismos acuaticos, aun en pequefas concentraciones (Alcaraz, 1993 fide-

Arredondo y Lozano, en prensa).
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Triploidia

La produccién de plantas poliploides en la agricultura lleva varios afios de
estudio, sin embargo este tipo de investigaciones son menos frecuentes en la
acuicultura. En los ultimos afios los estudios relacionados con la obtencién
de organismos acuaticos poliploides ha comenzado a tomar un mayor interés

por las beneficios que se obtienen con ellos (Berntsen, 1989).

El contar con organismos triploides representa un gran nimero de ventajas,
tales como el hecho de que estos ocupan la energia que emplearian en la
reproducciéon para su crecimiento. Sin embargo, no todos los organismos
poliploides son estériles ya que los organismos tetraploides en comparacién
con los triploides son fértiles, ya que el nimero de cromosomas 4N sigue
stendo viable al multiplicarée y crear un organismo 8N (Berntsen, 1989).
Otras de las venta)as que se tiene con los organismos estériles es el sabor de
la carne que es mas agradable e incluso en algunas especies se presenta una
coloracién mas intensa (Bramick et al, 1995) y en algunos organismos se

reduce la mortalidad del huevo (Komaru et. al, 1988).

Existen varios métodos para producir organismos triploides tales como el
tratamiento con Citocalasina B (Stanley et al, 1981). Esta sustancia es un
fungicida que altera las propiedades de la membrana plasmatica de la célula
(Copeland, 1974) y aparentemente destruye los microfilamentos y altera la

permeabilidad de la membrana (Longo, 1983). Otro tratamiento es por
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medio de presién (Muller et al, 1978), otro es la aplicacién de temperaturas
altas (Chourrout, 1980; Thorgaard et al, 1981) y temperatura bajas
(Lemoine y Smith, 1980; Lincolno et al, 1974). A estos dos tltimos

procedimientos se les conocen como “choque térmico”.

A pesar de que aparentemente es facil inducir la triploidia, no obstante, la
comprobacién de la induccién en los organismos ha resultado ser uno de los
mayores problemas. Para verificar este fendmeno se han utilizado diferentes
técnicas tales como elr conteo de los cuerpos polares, la citometria de flujo, la
electroforesis y el analisis del cariotipo. Todas estas técnicas presentan sus

ventajas y desventajas.

El conteo de los cuerpos polares es simple y aunque se puede realizar desde
la etapa de embrién es necesario repetir la prueba en un estado mas
avanzado para ratificar la poliploidia; la citometria de flujo es un método
rapido y confiable para determinar la poliploidia; en cuanto a la
electroforesis a pesar de ofrecer resultados confiables requiere de
determinar previamente la variabilidad genética de la especie, por lo que es
un método poco usado (Komaru, et al, 1988), por otro lado el analisis del
cariotipo, es un método laborioso y complicado, pero sin duda es uno de los

mas confiables.
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La observacién o examinacién del cariotipo provee la informacidén béasica de
la estructura fisica del genoma (Morelli et al, 1998). En crusticeos son
pocos los datos del cariotipo de los diversos grupos y es muy amplio el
numero de cromosomas reportados ya que van desde cuatro cromosomas en
copépodos, hasta un excepcional alto numero de 376 para el caso de los
astacidos. En los camarones penaeidos se reporta una gran variacién en el

namero de cromosomas que va desde 86 hasta 92 (Hedgecock et al., 1982).
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ANTECEDENTES

A finales de la década de los 70’s se realizaron los primeros trabajos sobre la
induccién de poliploidia en organismos acuaticos, desde entonces y hasta la
fecha este tipo de investigaciones ha adquirido cada vez mayor importancia
por las grandes ventajas que proporcionan los organismos poliploides, como
los son: un crecimiento mas rapido, mejor sabor de la carne y menor
consumo de alimento (Berntsen, 1989; O’Keofe et al, 1997). Los peces como
el salmén , asi como varios moluscos bivalvos son los organismos en los
cuales se han realizado el mayor nimero de investigaciones a este respecto,
debido a la gran importancia que tienen estos organismos en el mercado

nacional e internacional.

Myers en 1986 realizé un estudio en dos especies de tilapia (Oreochromis
niloticus y O. mossambicus), y obtuvo organismos tetraploides aplicando un
choque térmico con temperaturas de 7.5 °C, aunado a una presién de 4.8 X
10¢ kilogramos por atmésfera (kpa) durante siete minutos, obteniendo un
60% de organismos tetraploides. Cherfas et al (1994), por medio de choque
térmico con temperaturas altas indujo la triploidia en la carpa comuin
(Cyprinus carpio) obteniendo del 74.5 al 100% de organismos triploides. Por
su parte, Myers y Hershberger en 1991 por medio de choque térmico con una
temperatura de 35 °C, aunado a una presién de 7000 (psi) durante 15

minutos obtuvieron organismos triploides de tilapia del Nilo (O. niloticus).
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Hussain y colaboradores (1995), compararon los cambios en las tasas de
crecimiento de organismos diploides y triploides de la tilapia del Nilo tanto
hembras como machos, encontrando que no existieron diferencias
significativas entre las tasas de crecimiento, ni de comportamiento en las
condiciones de cultivo entre ellos. También, Galbreath y Thorgaard (1995),
llevaron a cabo una comparacién de la sobrevivencia entre hembras
triploides de salmén del atlantico (Sa/mo salar) obtenidas por medio de
choque térmico a 29 °C durante diez minutos y hembras diploides de la

misma especie, teniendo como resultado una sobrevivencia del 65% para las

hembras diploides y un 40% para las triploides.

En 1996, McCarthy y colaboradores realizaron un estudio sobre la
resistencia y la sobrevivencia de hembras triploides de Salmén del Atlantico
(Salmo salar) al ser regresadas a aguas salobres, obteniendo una mortalidad
del 29% en organismos de 45 dias de edad. En 1997, O'Keefe y colaboradores
llevaron a cabo un estudio en el cual analizaron la competencia por el
alimento entre organismos juveniles de salmones triploides y diploides de la
especie Salvelinus fontinalis, encontrando que los organismos triploides
tuvieron una menor ingesta de alimento en comparacién con los organismos
diploides y su tasa de crecimiento fue igual. Withler y colaboradores (1998)
estudio los efectos de crecimiento y desarrollo embrionario entre organismos

triploides y diploidés de salmén (Oncorhynchus kisutch), encontrando que
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los organismos triploides tienen un crecimiento mayor que los organismos

diploides y una sobrevivencia mayor en el estado embrionario.

Bonnet y colaboradores (1999), realizaron un estudio comparativo ton
respecto al crecimiento de dos especies de la familia Salmonidae, una de
agua dulce (trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss) y otra de agua salobre
(salmén del atlantico, Salmo trutta). En dicho estudio trabajaron con
organismos triploides obtenidos aplicando un choque térmico a una
temperatura de 26.5 °C por .20 minutos y organismos diploides de ambas
especies; analizaron la diferencia de crecimiento entre ambas especies,
cbteniendo como resultado que tanto los organismos tripleides de agua dulce
como de agua salobre, presentaron un mejor crecimiento con respecto a los

organismos diploides.

Arai y colaboradores (1986), indujeron la triploidia en el abulén (Haliotis
discushannai) aplicando choque térmico a una temperatura de 3y 35 °C a
los 12, 15 y 32 minutos después de la fecundacién del 6vulo, con una
duracién de tres minutos aunado a una presiéon de 200 kg/cm?, obteniendo
como resultado hasta del 80% de organismos triploides. En 1992, Xiang y
colaboradores indujo la triploidia en el mismo abulén (Haliotis
discushannai) y verificé la optimizacién del crecimiento de los organismos
encontrando que los triploides presentaron un crecimiento mas rapido que

los diploides.
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En cuanto a los estudios realizados en especies de crustaceos, en 1991
Chévez, indujo la poliploidia en Macrobrachium rosenbergii, por medio de
choque térmico a 38 °C, a los 4, 5, 6, 22, 24 y 26 minutos después de la
fecundacién, con una duraciéon de 2, 6 y 10 minutos. Xiang y colaboradores
(1992), indujeron la tetraploidia en el camarén (Penaeus chinensis) por
medio de tratamiento con Citocalacina B obtuvieron 60% de organismos
tetraploides. Por su parte Peeters (1996), indujo la tetraploidia en el
camarén Penaeus indicus utilizando el mismo antibiético obteniendo
similares resultados. En 1998, AQUACOP indujo la poliploidié en el
camarén Penaeus indicus por medio de choque de temperatura a 30 y 44 °C
por 6 y 46 minutos, obteniendo respectivamente 47% de triploides y 93% de

tetraploides con una sobrevivencia del 19%.

Como se observa con respecto a la induccién de poliploidia en camarones
peneidos en México no se han realizado estudios, los cuales puedan
proporcionar bases para establecer una técnica para la induccién de

poliploidia en estas especies.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Induccién y confirmacién del proceso de triploidia en el camarén blanco del

Pacifico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Obtener la reproduccion controlada del camardn blanco del

Pacifico.

b) Establecer su nimero cromosoémico (2N).

¢ Observar el proceso de liberacién del primero o del segundo

cuerpo polar.

d) Obtener organismos triploides aplicando choque térmico.

e) Verificar la triploidia por medio del nimero de cromosomas

observados.

30



HIPOTESIS

El utilizar un choque térmico de bajas temperaturas a huevos recién
fecundados de camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamer),
generara organismos triploides (3N) con tasas de crecimiento mayores con

relacién a las de los organismos diploides (2N).

JUSTIFICACION

L obtencion de organismos de mejor calidad fenotipica y genotipica asi
como mas resistente a las enfermedades y a los cainbios de la calidad del
agua y con una tasa de crecimiento mas alta, es una de las finalidades de la
acuicultura. Es decir, alcanzar u optimizar una maydr rentabilidad
econdmica y financiera. Sin embargo, las diferentes técnicas que se utilizan
en la actualidad tales como la seleccidon genética o la hibridacién no siempre
arrojan los resultados deseados, por lo que cada vez es mayor el nimero de
investigaciones enfocadas a lograr organismos que representen una mejor

opcibn para el productor.

Una de las opciones para lograr esto es la triploidia, la cual ha despertado
un gran interés tanto en la acuicultura como en la maricultura, por los
beneficios econémicos y productivos que se pueden obtener con organismos

estériles. El aprovechamiento de organismos triploides\implica grandes
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ventajask, entre ellas, una mejor conversién de alimento (O'Keefe et al.,
1997), una mayor tasa de crecimiento en menor tiempo (Withler et al,, 1998)
y en algunas especies una mayor resistencia a las enfermedades (Mc Carthy
et al, 1996). La induccién a la poliploidia es una de las técnicas que
proporcionan organismos estériles parcial o totalmente y estd siendo
utilizada con gran éxito en un gran nuimero de especies tales como el

salmon, la tilapia, la carpa y algunos moluscos entre otros.

La esterilidad provocada por la triploidia se debe a que no existen juegos
pares de cromosomas en el proceso de la formacién del embrién, sin embargo
esta esteriiidad es henéfica para los productores ya que el crecimiento de los
organismos es mayor cqmparado con los organismos fértiles. Estudios sobre
triploidia indican que el desarrollo de las génadas es inhibido y que esto es
mas notorio en las hembras que en los machos; también, se ha demostrado
que el crecimiento es mucho mayor en comparacién con los organismos
diploides, ya que la energia empleada en el proceso de la reproduccién es
destinada totalmente al crecimiento (Rottman et al, 1991), por lo cual,
siendo el camarén una de las especies de mayor importancia econémica a
nivel mundial y en nuestro pais, ya que tan sélo en 1999 se produjeron cerca
de 30,000 toneladas, (Anuario Estadistico de Pesca, 1999), es de vital
relevancia el contar con los conocimientos necesarios que nos proporcionen
las herramientas para obtener organismos con las caracteristicas antes

mencionadas, y asi poder desarrollar técnicas que nos permitan alcanzar
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una mayor produccion en las granjas camaroneras de nuestro pais, para que

de esta manera se establezca un balance entre la produccién y el consumo.
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MATERIALES Y METODOS

La parte experimental fue realizada en las instalaciones de la Empresa
Acuacultores de la Paz S.A. de C.V,, ubicada en el Km. 10.5 de la carretera a
Bahia de Pichilingiie, cercana a la Ciudad de la Paz, Baja California. El
trabajo de laboratorio y gabinete se realizé en la Planta Experimental de
Produccién Acuicola, de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad

Iztapalapa.

Determinacién del nimero cromosémico para Litopenaeus vannamer

Para determinar el niimero de cromosomas del camarén blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamel) se emplearon 30 organismos con un peso total
himedo de 1 a 10 gramos a los cuales se les administrd intramuscularmente
colchicina en una dosis de 1.0 a 2.0 pg/gr de peso corporal; la colchicina se
preparé utilizando 5 mg de la misma y 90 mg de cloruro de sodio (NaCl)
disuelto en 10 ml de agua destilada. Una vez administradas las dosis, los
organismos se mantuvieron por un periodo de 8 a 12 horas a 28 °C antes de

ser matados.

Transcurrido el tiempo antes mencionado, se mataron los .organismos
cortandoles la cabeza de un solo corte, y se tomaron muestras de tejidos
(glandula antenal, testiculo, pleépodo y branquias) de aproximadamente 2
mm de diferentes partes del cuerpo. El tejido se coloc6 en una solucion

hipoténica de cloruro de potasio (KCD 0.01 M, conservandolo entre 12y 15
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minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregé una solucién

fijadora de metanol y 4cido acético (3:1) por 40 minutos y se conservé a 4 °C.

Después el tejido se colocé en un portaobjetos previamente mantenido en
alcohol etilico a 4 °C, y se sec6 con un mechero para ser tefiido con Giemsa al
2 % diluida en buffer de fosfatos (40 mM Na;HPOsy 26.6 mM KH2POy4 a pH

de 6.8) por 40 minutos (Chavez, 1991).

Una vez transcurrido el tiempo se lavaron los portaobjetos con agua
destilada y se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente, para
posteriormente ser observados con un microscopio Nikkon y fotografiados

con un microscopio Carl Zeiss con video caAmara Sony a color modelo DXC-

151A.

Manejo de los reproductores.

Los reproductores fueron seleccionados y aclimatados en la sala de
maduracién de la empresa, en donde se indujo el desarrollo gonadal por
medio del control del fotoperiodo y la alimentacién (Figura 6). Para lo cual
las hembras maduras, se mantuvieron vigiladas para verificar el momento
exacto en el cual resultaran parchadas, es decir cuando las hembras

presentaran el espermatéforo adherido al télico (Figura 7).

Esta actividad se realizd todos los dias que duro el experimento entre las

17:00 y las 19:00 horas. En el momento que se verificaba que la hembra ya
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estaba parchada, se tomé y se colocé en un estanque de pléstico de alta
resistencia con capacidad de 2,500 litros, el cual se mantuvo tapado y
completamente en oscuridad y con una temperafura de 29 °C para que se

realizara el desove.

Figura 6. Reproductores de camarén blanco (Litopenaeus vannamer) en la sala de
maduracién utilizados para el presente experimento.
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Figura 7. Seleccion de una hembra parchada.

La hembra se mantuvo en observacidn para detectar el momento preciso en
el cual se llevd a cabo el desove (Figura 8). La recolecta de los huevos se
realizd inmediatamente después de que la hembra desov), tomando los
huevos en una red previamente disefiada, con una abertura de malla de 50
micras. La recoleccién de los huevos se llevé a cabo con el mayor cuidado
posible ya que los huevos recién fecundados no contienen aun su capa
coridnica, lo cual los vuelve fragiles (Lim et al, 1987). Cuando se obtuvieron
los huevos en la red, sin sacarlos del agua se introdujeron en un recipiente

lo suficientemente grande para que entrara la red; el recipiente se puso
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debajo de ésta y se fue sacando lentamente para evitar que los huevos se

destruyeran.

Figura 8. Hembra en el momento del desove.

Expulsién de los cuerpos polares

Una vez que se obtuvieron los huevos recién fecundados, éstos fueron
colocados en una tina de plastico con capacidad de cinco litros, la cual fue
llenada con agua de mar filtrada a través de un filtro de arena y pasada por
luz ultravioleta. El agua se mantuvo a una temperatura de 29 °C con la
ayuda de un termostato, para conservar a los huevos bajo las condiciones en
las cuales fueron fecundados. Posteriormente se tomaron muestras de éstos
cada dos minutos durante una hora, colocando las muestras en frascos de
plastico con capacidad de 20 ml y se fijaron en buffer de formalina fosfato al

10% (pH 7.4) y se conservaron a 4 °C. Posteriormente, las muestras fueron

revisadas en el Laboratorio de Genética Aplicada de la Universidad
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Auténoma Metropolitana unidad Iztapalapa, en donde fueron teiiidos
durante 15 minutos con DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindole) en una solucién
Tris buffer (10 mM Tris, 10 mM EDTA-2 Na, 1,000 mM NaCl, pH 7.4) que
contenia 10 mM de EDTA 2 —mercapto-etilamina-hidroclorada para una

solucién final de DAPI 50 ng/ml de acuerdo con Chavez (1991), para ser
observados bajo el microscopio de fluorescencia y esclarecer los elementos
post-fertilizacién relacionados con la liberacién del primero y segundo
cuerpo polar. Una vez establecidos los tiempos de la liberacién de los
cuerpos polares se obtuvo la moda de estos datos para disponer del momento

conveniente para aplicar el choque térmico.

Induccién de la triploidia

Establecido el momento en el cual se llevé a cabo la liberacién de los cuerpos
polares en los huevos se realiz6 el mismo procedimiento descrito
anteriormente para la obtencién de los huevos. Una vez obtenidos los

huevos, se les aplicé el “choque térmico” para inducir triploidia de la manera

siguiente.

Se llevé a cabo la recolecta de 3,000 a 4,000 huevos en promedio por desove,
dividiéndose en tres grupos y siendo colocados en recipientes de plastico de
100 litros cada uno (Figura 9), los cuales contenian agua de mar filtrada y
desinfectada con radiacién ultravioleta. El primer grupo se mantuvo a 29

°C, temperatura a la cual se encontraban en el momento en que fueron

39



desovados y este fue considerado como el grupo control. Al segundo grupo, se
le aplicé el “choque térmico” antes de que se llevara a cabo la liberacién del
primer cuerpo polar y al tercer grupo, se le aplicd el choque antes de la

liberacién del segundo cuerpo polar.

Diseno de los Experimentos

Utilizando las tinas descritas anteriormente, se llevaron a cabo 110
experimentos en los cuales se usaron diferentes temperaturas del agua para
aplicar el choque térmico e inducir la triploidia. Estas variaron desde los 9
hasta los 40 °C. En cada una de las tinas se colocé un térmémetro para
registrar la tempeiatu’ra. También en cada uno de los experimentos se
. colocaron los huevos seleccionados en el momento en el que habian sido
fecundados para aplicar el “choque térmico”, los tiempos manejados variaron 7
de los dos hasta los 22 minutos, después de haber sido fertilizado el huevo.
De igual forma se manejaron diferentes tiempos de duracién del “choque

térmico” que fueron de cinco a treinta minutos.
q

Una vez aplicado el choque térmico los huevos fueron colocados en tinas de
plastico de 70 litros de capacidad cada una por separado, colocando el mismo
volumen de agua de mar filtrada y manteniendo una misma temperatura de
29 °C, de esta manera se asegurd que cada uno de los grupos contara con las
mismas condiciones tanto de luz, temperatura y aireaciéon. En estos
estanques se mantuvieron los huevos por un lapso de 24 horas para verificar

el porcentaje de eclosién y el tiempo en ¢l cual pasaban de un estadio a otro.
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Verificacién de la triploidia

Una vez transcurridas las 24 horas, se mataron los organismos a los que se
les aplic6 el choque térmico para verificar si en realidad se estaban
obteniendo organismos triploides, para lo cual se realizd el siguiente
procedimiento, empleando una técnica en la cual se fusiond de Chévez

(1991) y la de Campos (1996).

Figura 9. Tinas de plastico de 100 litros de capacidad, utilizadas en el trabajo experimental.

Se colocaron los nauplios (Figura 10), en un recipiente con 50 ml de agua de
mar y 0.05% de colchicina durante 60 minutos en la oscuridad. Una vez
transcurrido este tiempo se recolectaron los nauplios en un tubo Eppendorf

de 50 ml y se maceré el tejido, después se agregb una solucién hipoténica de
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KCl1 0.01 M por 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugb a 1,000
revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos. A continuacién se afiadié
un: solucidon fijadora de metanol-acido acético 3:1, centrifugandose por 10
v tos a 1,000 rpm desechando el sobrenadante y agregando maés solucién
ﬁj;.:b..;'..,»ra, repitiendo la operacion tres veces mas. Después se agregb 10 m] de
ac:.: - acético al 50% a 37 °C y se sacudid la muestra durante 15 minutos y
po: - riormente se centrifugd a 1,000 rpm durante cinco minutos y se
decantd. Posteriormente, se agregaron cinco mililitros de la solucidn fijadora
de +:etanol-acido acético y se resuspendié el pellet que se formé, para
£+ ‘mente colocar el tejido en los portaobjetos previamente conservado en
a 1 etilics, dejando caer gotas del tejido resuspendid~ a una altura
apv-vimada de 15 cm y secando con un mechero para ser tenido con 2% de
Gy -a diluida en buffer de fosfatos (40 mM NasHPC4y 26.6 mM KH2POs a
pl”  6.8) por 60 minutos. Se lavaron los portaobjetos con agua destilada y
se ‘waron secar por 24 horas a temperatura ambiente, para ser observados
h s:x'-' 126 un microscopio Nikkon y fueron fotografiados con un microscopio

Cari Zeiss con video caAmara Sony a color modelo DXC-151A.
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Figura 10. Nauplios del camarén blanco.

Una vez obtenidos los cromosomas, se realizdé el conteo del nimero de
cromosomas obtenidos para hacer una comparacién con los cromosomas de
los organismos diploides trabajados anteriormente y de esta forma verificar

13 obtencién de organismos triploides.

La metodologia utilizada en el presente trabajo se resume en la figura 11,
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r | OBTENCION Y ACLIMATACION DE LOS REPRODUCTORES 1

OBTENER HUEVOS RECIEN |
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UNDADOS PARA
CROMOSOMICO PARA . | MADURACION SEXUAL TRIPLOIDIA
Litopenaeus vannamei

i
1

. ]

FORMAR DIFERENTES GRUPOS CON LOS HUEVOS

OBTENER HUEVOS RECIEN ]
JND DO
RECIEN FECUNDADOS

IDENTIFICAR E L MOMENTO EN EL
CUAL SE LLEVA A CABO LA
LIBERACION DEL PRIMERO Y SEGUNDO
CUERPO POLAR

APLICAR CHOQUE TERMICO ANTES
APLICAR CHOQUE TERMICO ANTES
DE LA LIBERACION DEL PRIMER l DE LA LlBERACIO!:)gEL RSEGUNDO CUERPO
CUERPO POLAR ﬂv LA

VERIFICAR EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LOS NAUPLIOS EN CADA UNO DE LOS GRUPOS A LOS QUE SE LES
APLICO EL CHOQUE

i B

ILERIFICAR LA OBTENCION DE QRGANISMOS TRIPLOIDES MEDIANTE LA COMPARACION DEL NUMERO CROMOSéMng]

" ESTABLECER rUAL ES EL MOMENTO MAS ADECUADO PARA APLICAR EL CHOQUE TERMICO Y OBTENER
ORGANLSMOS TFiPLOIDES

Figura 11. Diagrama que muestra la metodologia utilizada en el presente trabajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Numero cromosémico de organismos 2n

Los tejidos con los que se obtuvieron los mejores resultados para la
determinaciéon del nimero cromosémico del camardén blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) fueron las branquias y la glandula antenal. Con
éstos se consiguié un buen nimero de campos celulares (40) adecuados para
la verificacion del nimero de cromosomas. También, en estos tejidos resulté
ser mas efectivo el tratamiento de 2.0 ug/g de colchicina por peso corporal,
manteniendo al organismo a una temperatura de 28 °C por un lapso de 10
horas, antes de ser matados y posteriormente colocando el tejido en una

solucién hipoténica por 30 minutos a la temperatura ambiente.

De los resultados obtenidos con el tejido de glandula antenal y branquias se
concluye que el ntmero diploide (2n) para el camarén blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) correspondié a 88, lo cual concuerda con lo
observado'por Chow y colaboradores (1990), quienes mencionan que el

namero haploide para esta especie es de 44 y el diploide es de 88

cromosomas (Figura 12).
De 40 células revisadas bajo el microscopio, el 42.5% de ellas presentaron un

total de 88 cromosomas, siendo este el namero cromosbémico diploide

reportado para el camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamer); el

45



17.5% mostré 89 cromosomas; el 15% 87; el 10% 80; el 7.5% con 90 y el 2.5%

con 81, 93, 86 cromosomas respectivamente (Figura 13).

Figura 12. Fotografia de los cromosomas de un camarén diploide (n = 88).

Eventos post-fertilizaciéon

De los huevos fijados para verificar el momento en el cual se llevé a cabo la
liberacién de los cuerpos polares, se pudo observar que al ser tefiidos con
DAPI a una concentracién final de-50 ng/ml de -solucién de mercapto
etilamina hidroclorada, y ser observados bajo el microscopio de
fluorescencia, la tincién de DAPI present6 algunos problemas para penetrar

al citoplasma del huevo. No obstante, la inmersién del huevo en una
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solucién 3:1 resulté en una mejor observaciéon de los eventos, sin embargo
pese a ias dificultades que presentd el DAPI al penetrar el huevo, se
obtuvieron buenos resultados, ya que en los huevos que tienen menos de
cinco minutos de haber sido fecundados, solo es posible apreciar la
membrana externa del huevo sin poder observar alguna otra estructura

interna en el mismo.

Numero de cromecsomas

NuUmero de células

Figura 13. Nimero de células registradas y nimero de cromosomas observados, de acuerdo
con el conteo de células realizado en esta investigacion.

Por otro lado en los huevos que tenian entre 16 y 20 minutos de haber sido fecundados,
los cuales fueron mantenidos durante su recoleccion a una temperatura de 29 °C, fue

posible apreciar la liberacién del segundo cuerpo polar. Encontrando una mayor
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frecuencia de expulsién en los huevos con 18 minutos después de realizada la
fertilizacion (Figura 14). No obstante, entre los 16 y 18 minutos, se observaron huevos

en los cuales se podia observar la expulsién del cuerpo polar, pero en un menor

porcentaje.

La expulsién del cuerpo polar ocurre a partir de los 16 minutos después de
la fecundacién. La mayor frecuencia se da a los 18 minutos, aunque a los 20

minutos también continua (Figura 15).

Figuras 14. a) Huevos recién fecundados; b) Huevos 10 minutos después de la fecundacién,
donde se observa una ligera evaginacién en la membrana externa; ¢) Huevo ovalado. justo
antes de la expulsién del cuerpo polar; d) Inicia el proceso de expulsién entre los 16 y 18
minutos; e) Momento de la expulsién del cuerpo polar y segundos después de la expulsién.
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Figura 156. Niimero de los huevos donde se observé la expulsién del segundo cuerpo polar en
relacién al tiempo.

Triploidia.

En la t‘abla 3, se presentan los resultados obtenidos después de efectuar 110
experimentos para inducir la triploidia en huevos recién fecundados de
camaroén blanco, en los que se varié la temperatura del choque, el tiempo de
exposicién al choque y el tiempo posfertilizacién del huevo para aplicar el
choque. Estos indican que la aplicacién del choque de temperatura a 40 °C
en huevos con menos de 15 minutos post-fertilizacién provocé una tasa de
eclosién menor del 40% sin lograr la triploidia. L.as temperaturas arriba de
los 30 °C por un tiempo mayor a los 10 minutos, provocé por otra parte una

tasa de eclosién por debajo del 50% y tampoco se obtuvo la triploidia.
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Aplicando el choque térmico con una temperatura a 10 °C en huevos con
menos de 5 minutos después de la fecundacién, se obtiene una tasa de
eclosion del 0%; con la misma temperatura en huevos con menos de 15
minutos después de haber sido fecundados se obtiene una eclosién por arriba

del 60%, sin obtener en ninguno de los casos la triploidia.

Con temperaturas de 9 °C en huevos de 0 a 3 minutos después de haber sido
fecundados no se obtiene eclosién; con temperaturas entre los 20 y 28 °C, en
los huevos de mas de 10 minutos después de la fecundacién, las tasas de

:closi6n que se obtienen son mayores al 70%, pero no se obtiene la triploidia.

15t aplicar el “choque térmico” utilizando agua dulce ya sea con
temperaturas bajas o altas y con una duracion del choque de mas de 5

minutos provocd la muerte de todos los organismos.

Después de efectuar todas las variaciones que se ilustran en la tabla 3. Se
pudo comprobar que cuando se aplica un choque térmico a los huevos con
una duracién de 15 minutos a una temperatura de 10 °C, a huevos con 20
minutos después de haber sido fecundados, se logré una tasa de eclosién por
arriba del 79%, y los organismos que se-obtuvieron fueron triploides (Figura

16).
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Se emplearon un total de 30 organismos para la observacién del nimero
cromoséOmico, a partir de los cuales se obtuvo un total de 10 portaobjetos con
tejyido, permitiendo la observacion de 40 células completamente abiertas y

los cromosomas expuestos.

Para la verificacion de lé triploidia en los organismos a los cuales se les
habia inducido la misma, la modificacién que se le hizo a la técnica que
describe Campos (1996), dio buenos resultados en comparacién con la
técnica descrita por Chavez (1991), proporcionando con mayor facilidad los
campos celulares necesarios para la observacién del nimero cromosémico de
los organismes, con este método se obtuvieron las muestras necesarics para

poder comprobar la triploidia.

AQUACOP y colaboradores (1998), lograron sélo un 19% de sobrevivencia en
organismos a los cuales indujeron poliploidia por “choque térmico” con
temperaturas altas, mientras en el presente trabajo se obtuvo una
sobrevivencia por arriba del 79% de los organismos a los cuales se les indujo

la triploidia.
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Figura 16. Crcmosomas de un camarén triploide (3n= 264).

Por otro lado se pudo constatar que a los organismos a los cuales se les
aplic6 el “choque térmico” para inducir la triploidia, al menos en los
primeros estadios del desarrollo larvario (huevo, nauplio I y nauplio II), el
tiempo que tardan en pasar de un estadio a otro era menor en comparaciéon
con el grupo control, lo cual, nos permite apoyar la hipétesis de que los
organismos triploides tienen una tasa de crecimiento mayor en comparaciéon
con los diploides. Lo anterior ha sido también comprobado en diferentes
especies como el salmén. Ojolick y colaboradores (1995), encontraron
resultados significativos de crecimiento y sobrevivencia en Oncorhynchus

mykiss al realizar una comparacién entre los organismo diploides y los
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organismos triploides de esta especie obtenidos por medio de “choque
térmico” de temperatura alta, obteniendo como resultado que los organismos
triploides presentan una mayor sobrevivencia y una tasa de crecimiento mas

alta en comparacién con los organismos diploides.

Tabla 3. Experimentos realizados en la presente investigacion para inducir la triploidia.

Nimero de Temperatura Duracién Minutos
experimentos €0 en minutos p-fertilizacién Eclosién (%)
3 9 5 0-20 17.3
3 9 10 0-22 16.3
3 9 15 0-20 9.33
3 9 20 0-22 15
6 9 30 0-22 11.1
5 10 5 0-20 44.6
19 10 10 4-24 65.05
16 10 15 0-24 61.7
3 19 15 20 79.6*
11 10 20 2-24 60
4 10 30 0-20 25.2
1 20 20 20 70
1 28 15 20 80
1 28 - 20 20 80
1 35 15 20 60
3 40 5 0-20 23.6
5 40 10 0-22 18
5 40 15 0-20 24
7 40 20 0-22 22.4
6 40 30 0-20 3.3

*Se obtuvo la triploidia.

Nota: Para mayor informacién recurrir al Anexo 1.

Por otro lado Myers y Hershberger (1991), demostraron que al obtener
organismos triploides por medio de “choque térmico” de temperatura alta y
comparar el crecimiento con el grupo control de organismos diploides de
Oncorhynchus mykiss, los organismos triploides presentaron una mayor
resistencia a las condiciones de calidad del agua y un crecimiento mas

rapido en contraste con los organismos diploides. Otro tipo de experimentos
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en organismos triploides de salmén, nos mencionan que la ingesta de
alimento es menor en comparacién con la cantidad de alimento que
requieren los organismos diploides de la misma especie (Salvelinus
fontinalis) y que el crecimiento no presenta diferencias significativas tal

como lo mencionan O’Keefe y Benfey, (1997).

Este tipo de experimentos también se han llevado a cabo en bivalvos, en los
cuales se han obtenido buenos resultados en el crecimiento, como
demostraron Wang y colaboradores (1999), un crecimiento mayor en ostras
triploides de la especie Crassostrea gigas obtenidas mediante la aplicacion
de Citocalacina B, comparandolas con organismos dipleidss en las mismas -
condiciones de cultivo. Sin embargo, también hay trabajos en los cuales se
menciona que no existen diferencia significativa en la tasa de crecimiento
entre los organismos diploides y los organismos triploides, como es el caso de
Felip y colaboradores (1999) los cuales realizaron un estudio con la lubina
Dicentrarchus labrax en donde se compard el crecimiento de organismos

diploides y triploides y no se encontraron diferencias significativas.
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CONCLUSIONES

. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo el 42.5%
de las células observadas presentan un total de 88 cromosomas totales

en esta especie, que es el nimero reportado en la literatura

. La expulsion del cuerpo polar ocurre a partir de los 16 minutos después
de la fecundaciéon y la mayor frecuencia se presenta a los 18 minutos,

aunque continua hasta los veinte minutos.

. Cuando se aplica un choque térmico a los huevos de camaron fecundados
después de 20 minutos, con una duracién de 15 minutos y una
temperatura de 10 °C, se logra inducir la triploidia y se logra una tasa de

eclosion del huevo del 79%.
. Mediante la comparaciéon del nimero de cromosomas de los organismos a

los cuales se les aplico el choque térmico se constato la obtencién de

organismos triploides.
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RECOMENDACIONES

1. Para estudios posteriores, se recomienda utilizar los tejidos de las
branquias y la glandula antenal, para observar los cromosomas del

camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamey).
2. Para observar el momento en el que el huevo de camardén expulsa el

cuerpo polar, se recomienda utilizar una solucién de DAPI mas

Mercapto etilamina hidroclorada en una relacién 3:1.
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Anexo 1.- Resultados de los experimentos realizados en la presente investigacidn para inducir
la triploidia

Temperatura Duracién Minutos
Experimento Q) en minutos  p-fertilizacién % eclosién  Resultado
1 9 10 0 0 Diploide
2 9 20 0 0 Diploide
3 9 30 0 0 Diploide
4 9 10 3 0 Diploide
5 9 20 3 0 Diploide
6 9 30 3 0 Diploide
7 9 10 22 50 Diploide
8 9 20 22 45 Diploide
9 9 30 22 40 Diploide
10 9 0 Diploide
11 9 5 Diplride
12 9 20 50 Diploide
13 9 15 0 0 Diploide
14 9 15 Diploide
15 9 15 20 _25 Diploide
16 9 30 0 0 Diplcide
17 9 30 12 Diploide
18 9 30 20 15 Diploide
19 10 30 18 Diploide
20 10 10 4 Diploide
21 10 20 4 Diploide
22 10 30 4 Diploide
23 10 20 4 65 Diploide
24 10 10 4 65 Diploide
25 10 20 20 60 Diploide
26 10 10 20 72 Diploide
27 10 15 2 41 Diploide
28 10 15 15 60 Diploide
29 10 20 2 43 Diploide
30 10 20 15 56 Diploide
31 10 5 0 0 Diploide
32 10 5 60 Diploide
33 10 20 50 Diploide
34 10 15 0 0 Diploide
35 10 15 5 40 Diploide
36 10 15 20 80 TriploideV
37 10 30 0 0 Diploide
38 10 30 5 36 Diploide
39 10 30 20 65 Diploide
40 10 10 12 50 Diploide
41 10 10 10 56 Diploide
42 10 10 10 50 Diploide
43 10 15 10 60 Diploide
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Experimento
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

’ 64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Temperatura
(O
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
20
28
28
35
40
40
40
40

Duracién
en minutos

10
15
10
10
10
15
15
15
10
10
10
15
15
15
18
18
18
10
10
10
15
15
15
20
20
20
10
10
10
15
15
15
20
20
20
5
5
20
15
20
15
20
10
20
10

Minutos
p-fertilizacién
12
12
10
12
20
10
12
20
10
12
24
10
12
24
10
12
24
12
20
24

% eclosién
60
65
70
60
72
65
60
80
60
65
86
70
75
80
60
61
75
50
70
75
60
83
88
70
72
70
60
70
80
70
79
82
80
65
76
50
63
70
80
80

Resultado
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide

Triploide ¥
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide

Triploide\/
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide

58



Temperatura Duracién Minutos
Experimento C) en minutos  p-fertilizacién % eclosién  Resultado
89 40 15 2 40 Diploide
90 40 15 15 40 Diploide
91 40 20 2 32 Diploide
92 40 26 15 38 Diploide
93 40 10 0 0 Diploide
94 40 20 0 4] Diploide
95 40 30 0 0 Diploide
96 40 10 3 0 Diploide
97 40 20 3 0 Diploide
98 40 30 3 0 Diploide
99 40 10 22 15 Diploide
100 40 20 22 12 Diploide
101 40 30 22 Diploide
102 40 5 0 Diploide
103 40 5 5 15 Diploide
104 40 5 20 56 Diploide
105 40 15 0 0 Diploide
106 40 15 5 10 Diploide
107 40 15 20 30 Diploide
108 40 30 0 0 Diploide
109 40 30 Diploide
110 40 30 20 15 Diploide
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