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RESUMEN

Se realizd un estudio citogenético en los camarones marinos Penaeus

vannamei y Penaeus californiensis (Crustacea, Malacostraca),

procedentes de aguas adyacentes a los estados de Nayarit y Baja
California Sur (México) respectivamente. El1 nimero cromosémico
diploide modal obtenido en huevos de ambas especies fué de 2n=88.
Este nimero fué confirmado con el niimero cromosémico haploide modal
de n=44 obtenido en testiculos, utilizando una técnica convencional

de secado al aire. Dos reportes previos de Penaeus yahhamei

presentaron nimeros cromosémicos diferentes. Este estudio concordd
con uno de ellos en la misma regién geogrdfica. No se observd una
diferencia morfolégica evidente en el cariotipo de ambas especies.
Cada una consistid de 4 pares metacéntricos, 10 submetacéntricos,
55 subtelocéntricos, y 19 acrocéntricos. No se identificaron
cromosomas seXxuales.

Se describen dos métodos para obtener cromosomas en metafase
mitética a partir de huevos de camarones marinos. Estos métodos son
modificaciones de la técnica citogenética de secado al aire, los
cuales permitirdn el andlisis individual o global de los huevos, y
una condensacién cromosémica especifica mediante el control del

tiempo de incubacién en colchicina.



CHROMOSOME STUDIES ON THE WHITE SHRIMP Penaeus vannamei (Boone,

1931), AND THE BROWN SHRIMP Penaeus californiensis (Holmes, 1900),

(CRUSTACEA; DECAPODA) .

ABSTRACT

A cytogenetic study was made on the marine shrimp Penaeus vannamei

and Penaeus californiensis (Crustacea, Malacostraca), from adjacent

waters of the states of Nayarit and Baja California Sur (Mexico)
respectively. The modal diploid chromosome number obtained from
eggs in both species was 2n = 88. This was confirmed by the modal
haploid chromosome number of n = 44 in testes using conventional

air-drying technique. Two previous reports on Penaeus vannamei gave

different chromosome numbers. This study agreed with one of them in
the same geographic region. There was no evident morphological
difference in the karyotype of both species, Each consisted of 4
metacentric, 10 submetacentric, 55 subtelocentric and, 19
acrocentric pairs. Sex chromosomes were not identified.

Two methods to obtain mitotic metaphase chromosomes from marine
shrimp eggs are described. These methods are modifications of the
air-drying cytogenetic technique, which will allow individual or
global analysis of eggs, and specific chromosome condensation by

controlling the time of colchicine.



INTRODUCCION

La produccidon de organismos acudticos bajo condiciones
artificiales o semi-artificiales, denominada acuacultura, es una
actividad relativamente nueva y en gran expansién. La acuacultura
se ha concentrado en adquirir informacién relacionada con problenas
fisicos y quimicos del manejo de organismos en cuerpos de agua
restringidos, ejemplo de ésto es el disefio de tanques, control de
temperatura, disponibilidad de oxigeno disuelto, velocidad de
corriente etc. El éxito en estas actividades ha resultado en un
aumento en la capacidad de producir y mantener variedades de peces,
moluscos, crustéceos y algas, tanto en agua dulce como estuarina y
marina. Al obtener un sistema adecuado para el cultivo de una
determinada especie, la atencién se ha desviado hacia aspectos mas
biolégicos para mejorar el cultivo. Estos aspectos estdn
estrechamente relacionados con la genética y la mejora genética
(Wilkins, 1981).

Existen caracteristicas cromosdmicas bien documentadas en
mamiferos y aves domésticas, que alin son desconocidas en especies
acudticas, por ejemplo las bases cromosémicas de los fenotipos
sexuales, y el nimero y tipo de cromosomas que constituyen el
cariotipo de varios peces e invertehrados cultivados de importancia
econdémica. El conocimiento de éstas y otras caracteristicas basicas
es absolutamente esencial si el mejoramiento genético es realizado

con bases cientificas (Wilkins, op. cit.).



Todas las caracteristicas genéticas son heredadas como dgenes
en un arreglo linear a lo largo de los cromosomas. El nimero y la
morfologia de los cromosomas son caracteres especificos y son una
manifestacién visual del material hereditario. En general la
descripcién de los cariotipos no es satisfactoria en invertebrados;
en moluscos, el nuimerc cromosémico es conocido en cerca de 85
especies, sin embargo, en menos de la mitad la morfologia
cromosémica aln estd descrita de una forma poco cuantitativa; en el
caso de los crustdceos 1la informacién es muy escasa. El
conocimiento del complemento cromosémico de una especie puede ser
de gran valor en la prediccién de una hibridacidén: especies cuyos
complementos de cromosomas son similares, son mas factibles de
hibridar bajo condiciones artificiales que aquellas con
complenentos cromosémicos muy diferentes (Wilkins, 1981).

Los estudios cromosdmicos en organismos del medio marino,
estuarino y limnético ofrecen enormes posibilidades de aplicacién
en la resolucién de problemas bioldgicos y ecolbgicos. En
particular, estos estudios aportan criterios sélidos en apoyo a la
taxonomia, evolucién y filogenia a través de la citotaxonomia
(Rodriguez-Romero et al,, 1991).

Dentro de las actividades productivas, como es el caso de la
maricultura, estos estudios contribuyen a la mejora genética de las
especies en explotacién, incluyendo estrategias de ingenieria
genética por manipulacién cromosémica (Chevassus y Coche, 1986).

Cabe seflalar que el estudio de los cariotipos es aceptado

generalmente como un complemento evaluatorio de los métodos
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bioguimicos para la identificacién de especies e hibridos, aunque
rara vez para poblaciones. Su importancia particular radica en la
confirmacién de poliploidias en la acuacultura (Chevassus et. al.,
1978).

El estudio de los cromosomas involucra manipulacién de los
organismos, observacién de metafases al microscépio, numeracién y
medicidén de los cromosomas. E1l ndmero cromosémico haploide para las
especies, es referido con la letra n (el cual se obtiene Gnicamente
de gdénadas), diploide 2n, tetraploide 4n y asi consecutivamente. La
medicidén y la descripcidon de cromosomas en metafases mitéticas o
meidticas parece simple pero debe de ser llevada a cabo tomando en
cuenta errores en su obtencién y ser referidas a clasificaciones
convencionales. La alta condensacién y la sobreposicién de los
cromosomas son los principales factores que dificultan el andlisis
de las metafases. De manera general, un cromosoma en una metafase
mitética presenta dos caracteristicas distinguibles: su longitud y
su constriccién transversal que marca la posicidén del centrémero.
Mediante técnicas diferenciales de tincién, es posible obtener
otras marcas distinguibles como bandas las cuales facilitan 1la
identificacién de cromosomas homdlogos. Partiendo de la longitud y
de la posicién del centrémero, tres indices se pueden calcular: el
indice centromérico, el radio de los brazos y, la longitud relativa
de los cromosomas. Las dos primeras caracterizan al cromosoma por
si mismo, mientras que la tercera lo caracteriza con respecto a los
otros cromosomas en el campo.

El indice centromérico (IC), se define como la longitud del



mds corto de los dos brazos cromosdmicos (Lbc) multiplicado por 100
y dividido entre la longitud total del cromosoma (Lt), por tanto es
expresado como un porcentaje: IC = (Lbc * 100)/Lt.

El radio de los brazos (r), se define como la longitud del
brazo mas largo del cromosoma (Lbl) dividido entre la longitud del
mas corto (Lbc): r = Lhl/Lbc, por lo tanto este valor, siempre sera
mayor que 1.

La longitud relativa (LR), se define como la longitud total
del cromosoma (Lt) multiplicado por 100 y dividido entre la
longitud total de todos los cromosomas (Ltt) en un grupo haploide,
incluyendo el que se ha medido: LR = (Lt * 100)/Ltt, este valor se
expresa también como un porcentaje.

La manera mds simple de contar o medir los cromosonas es
dibujarlos en la magnificacién mas alta del microscépio (100 x),
con la ayuda de una cémara de dibujo. Una linea a escala apropiada
es trazada a lo largo del campo cromosémico con la ayuda de un
micrémetro. La longitud de los cromosomas puede ser medida
utilizando un compds o de una forma mas sofisticada utilizando un
digitalizador o escaneador de imAgenes en computadora. Otro método
involucra fotografiar los campos cromosémicos para subsecuentemente
ampliarlos por proyeccidén e imprimirlos para su medicién. Una vez
recortados los cromosomas de las imAgenes, éstos son ordenados en
longitud decreciente de izquierda a derecha en una cartulina o
pizarra. Se intenta arreglar los cromosomas en pares homélogos, con
respecto a sus longitudes, posicién de los centrémeros Yy

caracteristicas visuales como bandas (tincién diferencial). Los



cromosomas son pegados en la cartulina en series de renglones,
siempre con el brazo corto hacia arriba y los centrodmeros alineados
a lo largo de cada rengldn. Finalmente, la construccién de un
ideograma se realiza con cada cromosoma homdlogo representado como
una barra vertical con su longitud de acuerdo a la longitud
relativa, la posicidn del centromero y otras
caracteristicas presentes conspicuas como bandas y satélites
{Macgregor y Varley, 1988).

En la Tabla 1 se presenta la clasificacién y nomenclatura
cromosdmica propuesta por Levan et al., (1964), la cual ha sido

ampliamente utilizada en estudios de cariotipos.

Tabla 1. Posicidn del centrémero.(P), radio de los brazos (R),
nomenclatura cromosémica (NC) y clasificacién (C).

P R NC C
Medio sensu stricto 1.0 M = Metacéntrico
Regidn media 1.0 === 1,7 m "
Regién submedia 1.7 ==~ 3,0 sm = Submetacéntrico
Regidén subterminal 3.0 === 7.0 st = Subtelocéntrico
Regidn terminal 7.0 === t = Acrocéntrico
Terminal sensu stricto © T = Telocéntrico

En estudios de evolucitn se utiliza el nimero fundawmental, el
cual es calculado con la suma de los cromosomas metacéntricos (M)
Y submetacéntricos (SM), multiplicado por 2 y sumado con los
cromosomas subtelocéntricos (ST) y acrocéntricos (A) (Murofushi y
Degushi, 1990). Con este nimero es posible comparar los cariotipos
de diferentes familias, géneros y especies.

Namero fundamental = (M + SM) x 2 + S5t, A

(&3]



Generalidades bioldgicas y taxonémicas de los camarones peneidos.

Los camarones peneidos presentan un integumento firme y el
cuerpo dividido en dos regiones principales: el cefalotérax y el
abdémen. El1 cefalotdérax se prolonga anteriormente formando un
rostrum. El abdémen consiste de seis artejos: los primeros cinco
presenta cada uno un par de apéndices natatorios (plebpodos) y el
sexto los urépodos y el télson. Su distribucién es marina y
estuarina, desde el ecuador hasta las regiones subtropicales, en
habitats peldgicos y bentdénicos. La mayoria de las especies marinas
ocupan aguas someras y moderadamente profundas (Pérez Farfante,
1988) .

En su medio ambiente natural, el camarén adulto se desplaza en
la zona costera en donde madura, se aparea Yy desova. Presentan once
estadios de larva: 5 en nauplio, 3 en protozoea y 3 en mysis, antes
de considerarse una postlarva. Durante la metamorfosis larvaria, el
camardén es desplazado por corrientes hasta bahias y esteros, en
donde permanece en su etapa juvenil hasta comenzar a madurar y
desplazarse nuevamente al mar, cerrando asi el ciclo migratorio

(Treece y Yates, 1988).



A continuacién se presenta la clasificacién propuesta por

Bowman y Abele (1982).

Phylum Arthropoda

Subphylum Crustacea Pennant, 1777
Clase Malacostraca Latreille, 1806
Subclase Eumalacostraca Grobben 1892
Superorden Eucarida Calman, 1904
Orden Decapoda Latreille, 1803
Suborden Dendrobranchiata Bate, 1888
Infraorden Penaeidea

Superfamilia Penaeoidea Rafinesque, 1815
Familia Penaeidae Rafinesque, 1815
Género Penaeus, Fabricius, 1789

En el género Penaeus se encuentran las especies comerciales de
camardé4n més importantes a nivel mundial. En América existen trece
especies de camarones peneidos; a continuacién se enlistan aquellas
especies que se distribuyen en las costas del Atléantico occidental
y del Pacifico oriental:

Especies del Atléntico occidental americano:

Penaeus Litopenaeus schmitti Burkenroad, 1938

Penaeus Litopenaeus getiferus Linnaeus, 1767

Penaeus Farfantepenaeus brasiliensis Latreille, 1817
Penaeus Farfantepenaeus duorarum Burkenroad, 1939
Penaeug Farfantepenaeus notialis Pérez Farfante, 1967
Penaeus Farfantepenaeus gubtilis Pérez Farfante, 1967
Penaeus Farfantepenaeus aztecus Ives, 1891

Penaeus Farfantepenaeus paulensis Pérez Farfante, 1967

Especies del Pacifico oriental americano:

Penaeus Litopenaeus vannamei Boone, 1931

Penaeus Litopenaeus gccidentalis Streets, 1871
Penacus Litopenaeus stylirostris Stimpson, 1874
Penaeus Farfantepenaeus brevirostris Kingsley, 1878
Penaeus Farfantepenaeus californiensis Holmes, 1900




En México, el camarén café Penaeus californiensis, es la

especie mas abundante en las pesquerias de alta mar, la cual
representa el 70 % de las capturas (Rodriguez de La Cruz, 1978).
Solo en los dltimos afios se ha considerado como una especie
potencial de ser cultivada durante el invierno en el Noroeste de
México (Magallén et al., 1994).

Su distribucién se reporta desde la Bahia de San Francisco,
California, hacia el sur, hasta Callao, Peri, e Islas Gal&pagos,
Ecuador. Incluye el Golfo de California. Es un camardén estuarino y
marino hasta 50 m, rara vez hasta 180 m. (Pérez Farfante, 1988).

El camarén blanco P. vannamei en cambio, es la especie
tradicional en la camaronicultura occidental, su rapida tasa de
crecimiento y la factibilidad de su reproduccién en cautiverio, la
hacen una de las méds importantes para esta actividad en América y
el mundo (Lawrence et. al., 1985).

Su distribucidén se reporta desde Yavon, Sonora, en el Golfo de
California hacia el sur hasta Tumbes, Perid. Es un camardn estuarino

y marino hasta 72 m. (Pérez Farfante ogp. cit.).



ANTECEDENTES

Por lo que respecta a estudios cromosémicos, se conoce que la
primera observacién cromosémica en Decdpodos fué realizada por

Carnoy en 1885, en el palemonido Crangon cataphractus y el cangrejo

Ccarucinus maenus (Citado por Nakamura et al., 1988). Desde
entonces, se han descrito cromosomas de 72 especiés como sigue: en
Macrura, 8 familias con 31 especies. en Anomura, 6 familias con 8
especies y en Brachyura, 11 familias con 33 especies. Las
preparaciones de cromosomas obtenidas antes de los afios 60's, se
realizaron con las técnicas clisicas de seccionamiento de génadas
y de squash (ain utilizadas en la actualidad), mediante las cuales
se elucidd el nlUmero cromosémico, quedando el cariotipo sin
describir. La técnica de secado al aire para la observacién de
cromosomas ha sido utilizada en decdpodos desde los afios 70’s y ha
sido especialmente utilizada en estudios de evolucién de los mismos
(Murofushi y Deguchi, 1990; Nakamura et al., 1988).

Los estudios cromosémicos en especies del género Penaeus se

han 1limitado hasta fechas recientes a las siguientes 12:

o

el

japonicus, P. setiferus, P. duorarum, P. aztecus, P. vannanei,

stilyrostris, P. oc¢identalis, P. californiensis, P. orientalis,

i)

monodon, P. schmitti y P. notialis y el andlisis del cariotipo

w

e
ha limitado a solo 7 especies (Mayorga, 1982; Goswami, 1985; Fanjun

y Dong, 1993 y Jixun et al., 1989), (Tabla 2).
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Tabla 2. Nimeros cromosdmicos (NC) y cariotipos (C) obtenidos de
diversos drganos, tejidos o fases de desarrollo; testiculo (t);
blastema (b); hepatopédncreas (hp); nauplios (n); huevos (h); ovério
(o), en 12 especies en el género Penaeus.

Especies NCy C Organos o Referencia
individuos
B. japonicus 2n=92, n=44 t Niiyama, 1948
P. japonicus 2n=86 b Hayashi y
Fujiwara, 1988
P. setiferus 2n=99 hp Milligan, 1976
P. duorarum 2n=88 "
P. aztecus 2n=88 "
P. setiferus n=45 t Chow et. al.,
P. duorarum n=44 " 1990
P. aztecus n=44 "
P. vannanmei n=44 "
P. aztecus 2n=88
18M+188M+52A n Goswami, 1985
P. vannamei 2n=92, 14M+78A, n=46 t Mayorga, 1982
P. stilyrostris n " " "
P. occidentalis " " " "
P. californiensis " " f "
P. orientalis 2n=88, n=44 t Xiang, 1988
P. orientalis 2n=88, n=44 hyo Jixun et. al.,
54m+20 (m, sm) 1989,
+10smt+4 (sm, st)
P. monodon 2n=88, n=44 t Fanjun y Dong,
9M+79S8T 1993,
P. schmitti n=45 t Miriam Torres
P. notialis n=44 (com. personal
U. de la Habana
Cuba) .

10



El presente trabajo incursiona en el conocimiento basico de la
citogenética de las dos especies ya mencionadas, utilizando
modificacidénes en la técnica de secado al aire, en donde se manejen
diferentes condensaciones cromosdémicas. La informacién carioldgica
del camardn blanco y café puede contribuir a un mejor conocimiento
de su filogénia y taxonomia. Estos datos pueden llegar a ser la
base de futuras manipulaciones cromosémicas experimentales, vy
ademds permitir identificar a los individuos geneticémente

definidos como anormales o poliploides,
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OBJETIVOS.

Generales:
1.~ Caracterizar el nimero y morfologia cromosémica de los

camarones café Penhaeus californiensis, procedente del estado de

B.C.S., y blanco P. vannamei, procedente de los estados de Nayarit
y sur de Sinaloa, México, para contribuir al conocimiento de 1la
citogenética, citotaxonomia, filogenia y futuras manipulaciones
genéticas aplicadas al cultivo de estas especies.

2.~ Desarrollar una modificacién al método citogenético de secado
al aire que permita la obtencién de metafases cromosémicas bien
definidas y dispersas, asi como obtener un grado de condensacién

cromosfémica adecuado para un mejor andlisis de cariotipos.

Especificos:
1.~ Confirmar el nGmero diploide y haploide en metafases

cromosémicas de los camarones blanco Penaeus vannamei y café

Penaeus californiensis.

2.~ Obtener el cariotipo de ambas especies.

3.~ Estandarizar la técnica de secado al aire en huevos de
camardn, para la obtencién de metafases cromosémicas definidas.

4.~ Establecer la mejor concentracién del mitost&tico asi como
el tiempo de incubacién del mismo, que resulten en el mejor grado
de condensacién cromosémica.

5.~ Optimizar el tiempo de choque hipoténico que resulte en

una adecuada dispersién cromosémica.

12



MATERIALES Y METODOS.

Las hembras de camardén café P. californiensis fueron

capturadas en Bahia Magdalena, mientras gue Jlos machos se
obtuvieron en la Bahla de La Paz, ambos sitios localizados en el
estado de Baja California Sur. Los machos y hembras de camarén
blanco P. vannamei fueron obtenidés de un laboratorio comercial de
produccién de postlarva y granja situados en La Paz, procedentes
del litoral Nayarita y del sur del estado de Sinaloa (Fig. 1).
Las hembras reproductoras maduras de camarén café, con un peso
entre 50 y 100 g, fueron capturadas con una red de arrastre,
colocadas en hieleras con capacidad de 80 1 para su trasladado al
laboratorio de crustéceos del Centro de Investigaciones Biolégicas

del Noroeste S.C, (CIBNOR) en La Paz, B.C.S.

MEXICO

pAA )
MAGUALERA Al
LA PAZ \ SIHALOA

”% HAYAR)Y

OCEANO PACIFICO

GOLFQ DE MEXICO

Fig.1. Locallzaclén geogrdfica de las zonas de captura de camardn
en este estudio.

i CAMARON CAFE  Penaeus cafifomiensis
K8 CAMARONBLANCO Penoeus vonnamel
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Los métodos de andlisis fueron tomados de Rodriguez-Romero et.
al. (1991), para el caso de huevos fertilizados y larvas, Milligan
(1976), para hepatopancreas y branquias, y el descrito por Jixun

et. al. (1989), para ovarios de hembras.

Preparacién del material biolégico.

ler ensayo: obtencién de cromosomas a partir de hepatopancreas,

branquias y ovario de camarén.

Para camardn café se utillizé un lote de 4 hembras silvestres
con gdénada en estado 4 de maduracién entre 50 y 60 g, y un lote de
10 juveniles de 3 g en promedio (la generacién filial). En el caso
de camardén blanco, se trabajo con un lote de 5 juveniles de 3 g en
promedio (la generacidén filial). Todos los camarones fueron
inyectados intramuscularmente a nivel del primer segmento abdominal
con 2 a 5 microgramos de colchicina (Sigma)/gramo de peso, a partir
de una solucién stock de colchicina recién preparada al 0.05 $ p/v
en una solucién de citrato de sodio al 0.5 %. Los camarones
inyectados se mantuvieron a 25 °C de temperatura y a una salinidad
de 37 g/l. cCuatro o cinco horas mds tarde éstos fueron
sacrificados, obteniendose de los juveniles el hepatopéncreas y las
branquias y la gbénada de las hembras adultas. El hepatop&ncreas fué
macerado en una caja petri con solucién fisiolégica de cloruro de
potasio KCl al 3 % p/v, hasta obtener una suspensién celular. La

gbénada y las branquias fueron disgregadas (separadas en pequefios
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trozos de aproximadamente 3 mm) bajo las mismas condiciones.

2do ensayo: obtencién de cromosomas a partir de huevos de

camardn.

Cuatro hembras maduras de camarén café que no fueron
inyectadas, se dejaron desovar en una tina de fibra de vidrio de
1,200 1, con agua filtrada por un filtro de 1 micra y 1luz
ultravioleta, a una temperatura de 18°C y 37 g/l de salinidad. Tres
horas después del desove se colectaron los huevos del fondo de la
tina con una pipéta plastica de 2 ml, se observaron al microscépio
para asegurar una buena fertilizacién. Los huevos se lavaron con
agua de mar utilizando un tamiz de luz de malla de 400 micras para
eliminar heces fecales y, 40 micras para retener los huevos sin
romperlos. Estos se transfirieron a un tubo de ensaye de 30 ml con
tapén rosca, hasta llenar 2 cm del tubo. Posteriormente se
agregaron 10 ml de una solucidén de colchicina al 0.05 % en agua de
mar y 10 ml de agua de mar, quedando una concentracién aproximada
de 0.025 % p/v de colchicina. La muestra se dejé reposar en la
obscuridad por 1 hora.

El mismo procedimiento se realizé con huevos de camardn
blanco, los que se mantuvieron a una temperatura de 27.% °C y a Una
salinidad de 35 g/l., En este caso se procesaron de manera
independiente 15 muestras de huevos, en cada una de ellas se

mezclaron huevos de 4 a 5 diferentes desoves.
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3er ensayo: obtencién de cromosomas a partir de larvas de camarén.

De cada especie, se utilizaron aproximadamente 50 larvas
nauplios, 50 protozoeas, 20 mysis y 10 postlarvas, Cada estadio fué
procesado de manera independiente. Las larvas se colectaron con luz
de malla de 100 micras sujeta en un aro de pvc de 1 pulgada de
didmetro y 2 cm de alto. Después de colectadas se colocaron dentro
de cajas petri de plastico con agua de mar (10 ml), agregandose el
mitost&tico colchicina al 0.05 % en agua de war (10 wnl), vy

dejandose reposar en la oscuridad por 2 horas.

Eliminacién del mitostatico.

Después del tratamiento con el nitost&tico, la suspensién
celular del hepatopancreas, la génada y las branquias disgregadas
fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos, decantandose el
sobrenadante. Este procedimiento no fué necesario con los huevos ya
que presentaron flotabilidad negativa por 1lo gque WGnicamente se
decantd el sobrenadante. En el caso de las larvas se utilizaron los

tamices de 1luz de malla de 100 mnicras para retirarlas del

mitostatico,

Chogque hipoténico.

A todas las muestras se les agregd una solucién hipotodnica de

citrato de sodio al 0.7-0.9 % p/v dejandose reposar de 25 a 30
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minutos a temperatura ambiente (25°C). Posteriormente se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y se decantd el

sobrenadante.

Fijacioén.

Las muestras fueron fijadas mediante cinco cambios de 15 ml de
una solucién de metanol-acido acético glacial (3:1) recién
preparado, centrifugando y desechando el sobrenadante entre cada
cambio de fijador. El tiempo total de fijacién para cada muestra
fué de 30 minutos. Todas las muestras fueron guardadas en el
refrigerador a 4°C por 24 horas, después de ese tiempo, se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y se realizé un Gltimo

cambio de fijador recién preparado.

Disociacién de tejidos.

En el caso del hepatopdncreas no fué necesaria la disociacién
ya que desde el macerado del tejido se obtuvo una suspension
celular. Todas las muestras restantes se centrifugaron a 1000 rpm
durante 5 minutos y se decantd el sobrenadante. A cada muestra se
agregaron 10 ml de acido acético diluido al 50 %, a una temperatura
de 37°C. Con sacudidas de moderadas a violentas del tubo de
centrifuga, se tratdé de disociar el tejido en un tiempo de 15
minutos. Cada muestra se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos y
se decanté el sobrenadante. Se agregaron 5 ml de fijador y se

resuspendid el botdn celular con sacudidas moderadas del tubo.
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Elaboracién de laminillas.

Las suspensiones celulares de cada muestra fueron goteadas
desde una altura de 0.4 a 1 m: a) portaobjetos nuevos previamente
sumergidos en una solucién de etanol al 70 % enfriados a 4°C; b) en
portaobjetos calentados en vapor (aproximadamente 45°C); c) en
portaobjetos calentados en una plancha caliente a aproximadamente
50 °C y d) en portaobjetos frios a 4°C. Las laminillas se dejaron
secar a temperatura ambiente durante una semana, protegidas del
polvo y posteriormente fueron tefiidas con una solucion al 5 % de
Giemsa (Spectrum), a pH 6.8 en amortiguador de fosfatos (Tris base-
Tris HCl, Sigma), durante 30 minutos. Se lavaron en agua destilada

por 3 minutos y se dejaron secar al aire durante 2 horas. Las

laminillas se fecharon y se ennumeraron de acuerdo al tejido.

Fotografia de metafases cromosémicas obtenidas en huevos de Penaeus

californiensis (2do ensayo).

Mediante la observacién en un microscoépio compuesto (Zeiss),
con una céamara fotogrdfica adaptada, de cada laminilla se
escogieron campos cromosdémicos mitoticos bien dispersos. Las
metafases fueron fotografiadas a una magnificacién de 100 X. Se
utilizd pelicula técnica pancromdtica 2415 ASA 25 Kodak en blanco
Yy negro y la ampliacién de los negativos se realizd en papel Kodak

RC F3 blanco y negro.
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NGmero cromosdmico y cariotipo preliminar de Penaeus californiensis

(2do ensayo).

En cada una de las metafases fotografiadas fué contado el
ninero de cromosomas individuales hasta obtener una moda diploide
(2n) . El1 andlisis del cariotipo fué determinado de una sola
metafase, mediante el recorte de cada cromosoma de la impresidn,
agrupédndolos cualitativamente en cuanto a su morfologia y a su

tamafio de mayor a menor y de izquierda a derecha.

Modificaciones en la técnica de secado al aire.

Sobre la base de la metodologia del 2do ensayo, en donde se
utilizaron huevos, se efectuaron una serie de modificaciones
empiricas en la parte de disociacién de tejidos, en este caso, en
la disociacién de los huevos, que dieron lugar a una técnica de
andlisis global (mezcla de huevos), y a otra de andlisis individual

(huevos individuales), las cuales se describen a continuacién.

Técnica de andlisis global para la obtencién de cromosomas.

Una muestra de huevos se "lavo" con 5 cambios de dcido acético
al 50 % y a una temperatura de 40°C, hasta que los huevos se
observaron cristalinos y traslicidos. Después del tiltimo cambio los
huevos se colocaron en una caja de petri de vidrio con 10 ml de

acido acético al 50 %. La caja de petri se colocd en una plancha
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caliente durante 5 segundos para elevar la temperatura a
aproximadamente 60 °C. Con la ayuda de un tubo de pléastico con un
extremo plano de 3 cm de didmetro, se golped suave y rapidamente en
en diferentes puntos de la caja de petri durante 2 minutos, en un
plano vertical. Para verificar la ruptura de los huevos, la
preparacidn se observd a simple vista, a contra luz a través de un
tubo de centrifuga. Este procedimiento se repitié de 5 a 7 veces
(segln la cantidad de huevos) hasta obtener una preparacidn celular
con fragmentos de cdscaras de huevos en forma de astillas
cristalinas (en caso de haber observado en el tubo de centrifuga
una solucién de color gris denso, con una alta desintegracidén, se
infirié que huvo una baja fertilizacién de los huevos, por lo que
la muestra se desechd). La preparacidn con los huevos fragmentados
fué colocada en un tubo de centrifuga de 12 ml, se centrifugd a
1000 rpm durante 5 minutos y se decantaron 5 ml del sobrenadante.
Se resuspendid el botdn celular cuidadosamente y se tomaron de 0.5
ml con una pipéta plastica de 2 ml, la cual se goted desde una
altura de 5 cm en un portaobjetos precalentado a una temperatura de
50 °C ligeramente inclinado. El liquido sobrante fué absorbido
inmediatamente después del impacto. Para determinar el nlimero de
metafases en un solo campo del microscopio, la laminilla fué
observada en un microscopio de contraste de fases con un aumento de
10x. Si el nimero de metafases fué wenor a 20, la muestra aun en el
tubo, se centrifugd nuevamente y se concentrd en un volumen menor.
Por el contrario, si en la laminilla se estimaron 50 o nas

metafases, se diluyé la concentracidn agregando Acido acético al 50
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%, hasta obtener una cantidad entre 30 y 50 metafases en un solo

campo del microscopio.

Elaboracién de laminillas.

Una vez obtenida la concentracioén adecuada, se realizaron 5
laminillas en serie, dejandose secar por 2 horas a temperatura
ambiente y luego fueron tefiidas con una solucién al 2 % de Giemsa

a pH 6.8 en amortiguador de fosfatos, durante 25 minutos.

Técnica de andlisis individual para la obtencién de cromosomas.

Con el objeto de poder examinar metafases en huevos
individuales se llevd a cabo otra modificacién. Después del quinto
cambio de &cido acético, fué tomado un huevo con una pipeta pasteur
Y goteado en un portaobjetos precalentado a una temperatura de
50°C, inmediatamente con la ayuda del tubo plastico ya descrito
anteriormente, el huevo se golped con fuerza y en un plano vertical
de tres a cinco veces. La laminilla se dejé secar por 2 horas, para
posteriormente realizar la tincién ya descrita con Giemsa.

Esta técnica fué realizada para andlisis individual de huevos,
sin embargo, se puede realizar utilizando mas huevos (cinco, diez
etc.), sb6lo haciendo suficientes golpes para romper los huevos en

el portaobjetos.
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4to ensayo: obtencién de diferentes grados de condensacidn

cromosémica a partir de huevos de Penaeus vannamei.

En el Laboratorio se colectaron y se mezclaron muestras de 10
litros provenientes de 28 desoves de camardn blanco de un total de
60 disponibles en esa noche,

Sobre la base de la técnica de secado al aire, con las
técnicas de andlisis global e individual en la disociacién de
huevos, se utilizaron cinco concentraciones diferentes del
mitostatico colchicina (0.006, 0.0125, 0.025, 0.05 y 0.1 %), con
tres tiempos diferentes de incubacidén (30, 60 y 90 min). De esta
manera se cred una matriz de 5 x 3, para evaluar 15 tratamientos.
Asi mismo, se manejé de manera general un tiempo control de choque

hipoténico de 30 minutos.

5to ensayo: obtencién de un grado intermedio de condensacién

cromosémica a partir de huevos de Penaeus californiensis.

En el Laboratorio se colectaron y se mezclaron muestras de 20
litros correspondientes a 30 desoves de camardn café, en los cuales
se llevé a cabo la técnica de andlisis global. Se utilizé una
concentracién de 0.05 % del mitostdtico colchicina con un tiempo de
incubacién de 45 min. Se manej® un tiempo control de choque

hipoténico de 30 minutos.
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Andlisis de los cronmosomas.

Cada ensayo fué analizado en forma independiente. Las
metafases fueron observadas y en cada una se contaron 1los
cromosdémas utilizando un microscodpio Zeiss con una cémara de dibujo
adaptada.

De esta manera se obtuvo para cada especie el nimero modal
diploide.

Para obtener el cariotipo, las 30 mejores metafases observadas
de cada especie fueron fotografiadas a 100 X con una cémara con
exposimetro Zeiss instalada a un microscépio de la misma marca.

De las metafases fotografiadas, se escogieron las 3 mejores
de cada especie. En cada fotografia se recortaron los cromosomas,
y se colocaron en una cartulina blanca, con los brazos cortos hacia
arriba. Cada cromosoma fué medido en milimetros en longitud total,
longitud del brazo largo y por diferencia se obtuvo la longitud del
brazo corto. Los datos fueron convertidos a micras sobre la base de
una escala de 100 micras a un aumento 100X del microscépio,
previamente medida con un ocular micrométrico. Para cada cromosoma
se calculé el radio de los brazos. Con base a la longitud y al
radio de los brazos se juntaron los cromosomas homdlogos. De cada
par cromosémico se obtuvo el promedio de la longitud total, la
longitud del brazo largo, la longitud del brazo corto y el radio de
los brazos. Con respecto a la longitud total promedio de cada par,
los cromosomas se ordenaron de mayor a menor y de izquierda a

derecha en una cartulina procediendo a numerarse, con el objeto de
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que la numeracién de los pares cromosdmicos, ya clasificados,
coincidieran en las tres metafases, se hizo un arreglo en la
posicién numérica de los pares cromosomicos metacéntricos vy
submetacéntricos, sin que éste alterara el ordenamiento de mayor a
menor con respecto a su longitud total. Finalmente se utilizé la
clasificacién de acuerdo al sistema propuesto por Levan et. al.,
(1964) .

Después de clasificar las tres mejores metafases de cada
especie, se obtuvieron longitudes y radios promedios de cada par
cromosémico de las 3 metafases con sus respectivas desviaciones
estandar, para obtener la clasificacién cromosémica final de cada
par y obtener el cariotipo de cada especie. Los pares cromosémicos
telocéntricos (T), fueron considerados como acrocéntricos (t). Si
la desviacién estandar del radio de los brazos incluia a mas de un
par cromosémico dentro de dos clasificaciones, p.e. subtelocéntrico
~telocéntrico, se obtuvo una caracterizacién intermedia, es decir,
la mitad de los pares como subtelocéntricos y la otra mitad como

telocéntricos.

Nimero modal haploide de ambas especies.

Se utilizd la técnica para la obtencidn de metafases meidticas
a partir de testiculo de camarones marinos, descrita por Hasegawa,
(1981) ; Murofushi y Degquchi, (1993) y Jixun et al., (1989).

Se colectaron sels machos de camardn blanco procedentes de un

estanque de cultivo, y seis machos silvestres de camarén café
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procedentes de un estanque de mareas. Todos los camarones con un
peso entre 20 y 25 g.

Estos camarones fueron inyectados intramuscularmente con una
concentracién de colchicina de 2 microgramos/gramo en peso,
manteniendose de cuatro a seis horas a una temperatura de 27 °C.
Posteriormente se sacrificaron y se disectaron los testiculos. Los
testiculos se cortaron en secciones de 2 mm y se sometieron a un
choque hipoténico de citrdto de sodio al 0.7 % durante 20 minutos.
Se fijaron con metanol-acido acético glacial 3:1 durante 8 horas.
Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm/5 minutos y se les agregd
4cido acético al 50%, en donde se disociaron completamente con la
ayuda de una pinza de diseccidn. Las preparaciones se gotearon en
portaobjetos precalentados a 50 °C y finalmente se tifiieron con una
solucién al 2 % de orceina en acido acético al 40 %.

El anilisis de las metafases meidticas se desarrolld de la
misma manera que las metafases diploides con la ayuda de la cémara

de dibujo adaptada al microscépio (solo nimero cromosémico). Los

camarones de cada especie fueron evaluados individualmente.



RESULTADOS

En el primer ensayo, al reproducir las técnicas de Milligan
(1976), para hepatopancreas y branquias, y Jixun et. al. (1989),
para ovarios de hembras, no se obtuvieron metafases cromosémicas,
En el tercer ensayo utilizando larvas, tampoco se obtuvieron
metafases cromosdmicas.

En el segundo ensayo, al reproducir la técnica de Rodriquez-
Romero et al., (1991), se observaron metafases cromosdmicas en
huevos de camardn café. Al intentar reproducir esta técnica en
huevos de camardén blanco, no fué posible fragmentar y disociar los
huevos en acido acético en ninguna de las 15 muestras, por lo que

no se obtuvieron metafases cromosdémicas de esta especie.

NGmero modal diploide y cariotipo preliminar de camarén café

Penaeus californiensis obtenidos con la técnica de secado al aire

de Rodriguez~Romero et al., (1991), (Segundo ensayo).

En la Tabla 3 se encuentran los resultados de los conteos
cromosémicos de camardén café. Se observd que el numero modal
diploide fué de 2n=88 con un porcentaje del 27 % de las 85
metafases observadas. El rango de numeros cromosdmicos fué muy
amplio desde 60 hasta 100, que representaron una aneuploidia del
73 %. El andlisis cualitativo del cariotipo efectuado en una sola
metafase, mostré 3 grupos morfoldégicos de cromosomas: el grupo I,

presentd 19 pares submetacéntricos-subtelocéntricos; el grupo II,

26



21 pares subtelocéntricos-acrocéntricos y, el grupo III, presentd
4 pares acrocéntricos-telocéntricos (Fig.2). El1 cariotipo

preliminar de Penaeus californiensis quedd constituido: 2n = 88 =

38sm-st +42st~-t+8t-T.

Tabla 3. Nimero cromosémico (NC) de metafases diploides observadas
(MO) y su porcentaje (%), en enmbriones tempranos de Penaeus
californiensis.

NC MO %
60-64 3 3.52
69 2 2.35
70-74 4 4.70
77-79 10 11.76
80 3 3.52
81 3 3.52
82 7 8.23
83 4 4.70
84 4 4.70
85 4 4.70
86 8 9.41
87 5 5.88
88 23 27.06
89 1 1.17
90 1 1.17
92 1 1.17
93> 2 2.35
Total 85 100.00
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Fig. 2. Cariotipo preliminar de camarén

cafe

Pehaeus

californiensis, analizado cualitativamente de una sola metafase.

Grupo I: 38sm-st; Grupo II: 42 st-{; y Grupo III: 8 t-T.

2n=88.
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Resultados con las técnicas de andlisis global e individual (4to y

5to ensayos).

Andlisis de condensacidén cromosémica.

En el 4to ensayo, todos los tratamientos fueron adecuados para
el conteo cromosdmico, mAs no para la descripcidn morfolégica. En
general los grados de condensacién fueron muy altos. No se observd
una diferencia evidente en el grado de condensacién cromosémica
utilizando las cinco concentraciones diferentes de colchicina, sin
embargo se observé que los tiempos de incubacién mds largos,
tendieron a una mayor condensacién. Los cromosomas mas condensados
fueron obtenidos con 90 minutos de incubacién, el rango de longitud
de estos cromosomas fué de 0.8 a 2.0 um (Fig. 3: 1 y 2). En este
estudio, estos cromosomas fueron considerados con un grado alto de
condensacidén. Cromosomas con un rango de 1.3 a 4.0 pm, fueron
obtenidos con 60 minutos de incubacién, estos cromosomas fueron
considerados con un grado intermedio a alto de condensacién (Fig.
3: 3y 4). Los cromosomas mds largos con un rango de 2.7 a 7.9 pm,
se obtuvieron con 30 minutos de incubacién, estos cromosomas fueron
considerados con un grado bajo de condensacién, y fueron muy
escasos (Fig. 3: 5y 6).

En el 5to ensayo, se obtuvieron cromosomas bien definidos, por
lo que el tiempo de 45 minutos de incubacién, se considerd el mejor
tratamiento, en donde el rango de longitud de los cromosomas fué de
1.6 a 6.5 um, estos cromosomas fueron considerados con un grado

intermedio de condensacién (Fig.4: 1 a 6).
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En la  figura 5 se resumen log diferentes qgrados de
condensacion cromosomica obtenida en huevos, con base al tiempo de

incubacion del mitostatico colchicina.
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Fig. 5. condensaciones cromosémicas obtenidas con diferentes
tiempos de incubacion del nitostatico colchicina. 1: 30 winuvtos; 2
y 3¢ 45 minutos; 4: 60 winutos; 5: 90 minutos.



Andlisis de dispersidn cromosdmica.

El choque hipoténico de 30 minutos realizado en todos los
tratamientos resultd en términos generales, en una buena dispersién

cromosémica.

Andlisis del nimero cromosémico.

En la Tabla 4, se muestran los resultados de los conteos

cromosdmicos en P. vannamei, observandose que para esta especie el

0,

nimero modal diploide fué de 2n=88 con un porcentaje del 54 % de
las 168 metafases observadas. El rango de nmeros cromosomicos

oscilé de 79 a 91, el cual representd una aneuploidia del 46 %.

Tabla 4. Nimero cromosémico (NC) de metafases diploides observadas
(MO) y su porcentaje (%), en embriones tempranos de Penaeus

vyannamel.

NC MO %
79 5 2.98
80 6 3.57
81 3 1.78
82 7 4.17
83 2 1.19
84 12 7.15
85 4 2.38
86 17 10.12
87 9 5.35
88 91 54.17
89 8 4,76
90 3 1.79
91 1 0.59
Total 168 100.00
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En la Tabla 5. se muestran los resultados de los conteos

cromosémicos en P. californiensis, observandose que para esta

especie el nGmero modal diploide fué de 2n=88 con un porcentaje del
57.50 % de 1las 120 metafases observadas. El1 rango de nGmeros

cromosémicos varié desde 80 hasta 90, el cual representd una

aneuploidia del 49.50 %.

Tabla 5. NGmero cromosédmico (NC) de metafases diploides observadas
(MO) y su porcentaje (%), en embriones tempranos de Penaeus

californiensis.

NC MO %
80 7 5.83
84 12 10,01
85 4 3.33
86 13 10.84
87 5 4.16
88 69 57.50
89 8 6.67
90 2 1.66
Total 120 100.00

Andlisis del cariotipo:

Penaeus vannamei:

En las tres metafases analizadas (Tablas 6, 7 y 8),
coincidieron dos pares cromosémicos metacéntricos (m), los No. 10
y 20. Cinco pares fueron submetacéntricos (sm), los No. 9, 27, 37,

38 y 41,

En la primera metafase analizada (Tabla 6), nueve pares
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cromosbmicos fueron acrocéntricos (t), los No. 2, 8, 11, 13, 25,
32, 33, 40 y 43. El resto, 28 pares fueron subtelocéntricos (st).
El cariotipo en esta metafase quedd caracterizado de la siguiente
forma: 4m+10sm+56st+18t (Fig. 6).

En la segunda metafase (Tabla 7), diez pares cromosoémicos
fueron acrocéntricos (t), los No. 8, 11, 19, 21, 29, 33, 34, 35, 43
Yy 44. Dos pares fueron telocéntricos (T), los No. 2 y 36. El resto,
25 pares fueron subtelocéntricos (st). El cariotipo en esta
metafase quedd caracterizado de la siguiente forma:
4m+10sm+50st+20t+47 (Fig. 7).

En la tercera metafase (Tabla 8), ocho pares cromosoémicos
fueron telocéntricos (T), los No. 2, 29, 33, 34, 36, 42, 43 y 44.
El resto, 29 pares fueron subtelocéntricos (st). El cariotipo en
esta metafase quedd caracterizado de la siquiente forma:
4m+10sm+58st+16T (Fig. 8).

En la Tabla 9 se muestra la longitud relativa promedio y el
radio de los brazos promedio con sus respectivas desviaciones
estandar y la clasificacién final del cariotipo de las tres
metafase analizadas (Tablas 6, 7 y 8). En la clasificacién de la
Tabla 9 se observan dos tipos principales de cariotipos:
4m+10sm+46st+28t, en donde se consideran 11 pares cromosémicos, los
No. 8, 11, 13, 25, 29, 32 al 36 y 44 como acrocéntricos (t), y
4m+10smt+68st+6t, en donde se consideran a los mismos pares como
subtelocéntricos (st). Lo anterior se debe a que la desviacién
estandar de cada par cromosémico (No. 8, 11, 13, 25, 29, 32 al 36

y 44), los incluyd como "st" o "t", En una caracterizacién
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intermedia entre los pares "st" y "t" se obtuvo 57st+17t.

El cariotipo de P. vannamei quedd caracterizado de la

siguiente forma: 4m+10sm+57st+17t.

Tabla 6. Valores relativos de la primera metafase analizada para la
identificacién de cromosomas de Penaeus vannamei. Longitud total
(L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto (c),
radio de los brazos (r), y clasificacidén (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 7.93 7.13 7.13 7.13 7.3 7.13  7.13 7.13 7.13
1 6.35 6.54 5.95 5.95 5.95 5,95 5.95 6.35 5.14
C i1.58 o0.%59 1.18 1.18 1.i8 1.18 1.18 0.78 1.99
r 4.01 11.0 5.04 5.04 5.04 5.04 5.04 8.14 2.58
C st t st st st st st t sm

cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18
6.75 6.75 6.75 6.75 6.75 6.75 6.75 6,35 6.35
3.97 5.96 5.55 5,96 5.55 6.55 65,55 5.15 5.15
2.78 0,79 1.20 0.79 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
1.43 7.54 4.62 7.54 4.62 4.62 4.62 4.29 4,29
m t st t st st st st st

aonR Qe

cromosomas 19 20 21 22 23 24 25 26 27
6.35 6.35 5.95 5,95 5,95 5,95 5,95 5,95 5,95
5.15 3.57 4.76 4.76 4.76 4.76 5.36 4.76 3.96
1.20 2.78 1.19 1.192 1.19 1.19 0.59 1.19 1.99
4,29 1.28 4.00 4.00 4,00 4.00 9.08 4.00 1.98
st m st st st st t st sm

arnaQr

cromosonas 28 29 30 31 32 33 34 35 36
5.55 5.55 5,55 5,55 5.5% 5.55 65.55 5.55 65.55
4.75 4.75 4.75 4.75 4.96 4.96 4.75 4.75 4.75
0.80 0.80 0.80 0.80 0.59 0.59 0.80 0.80 0.80
5.93 5.93 5,93 5.93 8.40 8.40 5.93 5.93 5.93
st st st st t t st st st

arR Qo

cromosomas 37 38 39 40 41 42 43 44
5,15 5.15 5.15 4.75 4.75 4.75 3.96 2.76
3.76 3.76 4.36 4.36 3.16 3.96 3.57 2.38
1.39 1.39 0.79 0.39 1.% 0.79 0.39 0.38
2.70 2.70 5.51 11i.1 2.02 5.01 9.15 6.26
sm sm st t sm st t st

as o=t

Caracterizacidn cariotipica: 4m+10sm+56st+18t
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metafase analizada de Penacus vannamei.

Fig. 6. Primera
2n=88, 4m+105m+565t+18t
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Tabla 7. Valores relativos de la segunda metafase analizada para la
identificacién de cromosomas de Pehaeus vannamei. Longitud total
(L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto (c),
radio de los brazos (r), y clasificacién (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 6.7 6.3% 6.35 5.95 5.95 5,95 5.55 5,55 5,55
1 5.15 6.35 4.96 4.75 4.75 4.75 4.36 4.96 3.95
(o} 1.60 O 1.39 1.20 1.20 1.20 1.19 0.59 1.60
r 3.22 o 3.57 3.96 3.96 3.96 3.66 8.40 2.46
C st T st st st st st t sm

cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18
5.55 5.55 5,55 5,15 5.15 5.15 5.15% 4.7% 4,75
3.16 4.96 4.36 3,96 4.36 4.36 4.36 3.96 3.96
2.39 0.59 1.19 1.19 0.79 0.79 0.79 0.79 0.79
1.32 8.40 3.66 3.32 5.51 65.51 5,51 5.01 5.01
m t st st st st st st st

OKQ

cromosonmas 19 20 21 22 23 24 25 26 27
4.75 4.75 4.75 4.75 4.75 4.75 4.75 4.75 4.75
4.16 2.97 4.16 3.96 3.96 3.96 3.96 3.96 3,37
0.59 1.78 0.59 0.79 0.79 0.79 0.79 0,79 1.38
7.0 1.66 7.0 5,01 5.01 5.01 5.01 5.01 2.44
t m t st st st st st sm

QO Q

cromosomas 28 29 30 31 32 33 34 35 36
4,75 4.75 4.36 4.36 4.36 3.96 3.96 3.96 3.96
3.96 4.36 3.56 3.56 3.76 3.58 3.58 3.58 3.96
0.79 0.39 0.80 0.80 0.60 0.38 0.38 0.38
5.01 11.1 4.45 4.45 6.26 9.42 9.42 9.42
st t st st st t t t

AR Q-
=8 o

cromosomas 37 38 39 40 41 42 43 44
3.76 3,76 3.56 3.56 3.56 3.56 2.92 1.98
2.78 1.78 2.76 2.76 2.57 2.97 2.72 1.77
0.98 0.98 0.80 0.80 0.99 0.5%59 0.20 0.21
2.83 2.83 3.45 3.45 2.59 5.03 13.6 8.42
sm sm st st sm st t t

QR Q=

Caracterizacién cariotipica: 4m+10sm+50st+20t+4T
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Fig. 7. Segunda metafase analizada de Penaeus vannamei.
2n=88, am+10sm+50st+20t+4T,
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Fig. 7.
2n=88,

Segunda metafase analizada de Penaeus vannanei.
4m+10sm+50st+20t+4T.
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Tabla 8. Valores relativos de la tercera metafase analizada para la
identificacidén de cromosomas de Penaeus vannamei. Longitud total
(L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto (c),
radio de los brazos (r), y clasificacién (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 3.16 3.16 3.16 3.16 3,16 3.16 3.16 3.16 3.16
1 2.57 3.16 2.57 2.57 2.57 2.57 2.57 2.57 2.36
(o] 0.59 0 0.59 0.59 0.89 0.59 0.59 0.59 0,80
r 4,35 o 4,35 4.35 4.35 4.35 4.35 4,35 2.95
C st T st st st st st st sm
cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18
L 3.16 2.76 2.76 2.76 2.76 2.76 2.76 2.36 2.36
1 1.98 2.17 2.36 2,17 2.17 2.17 2.17 1,77 1.98
lo 1.18 0.59 0.40 0.59 0.59 0.59 0.59 0.59 0.38
r 1.67 3.67 5.90 3.67 3.67 13.67 3.67 3.0 5.21
C m st st st st st st sm~-st st
cromosomas 19 20 21 22 23 24 25 26 27
L 2.36 2,36 2.36 2,36 2.36 2.36 2.36 2.36 2.36
1 1.77 1.37 1.77 1.98 1.98 1.98 1.98 1.98 1.77
c 0.59 0.99 0.59 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.59
r 3.0 1.38 3.0 5.2 5.21 5,21 65.21 5.21 3.0
¢ sm-st m st st st st st st sm-st
cromosomas 28 29 30 31 32 33 34 35 36
L 2.36 2.17 2.17 1.98 1.98 1.98 1.77 1.77 1.77
1 1.98 2.17 1.77 1.58 1.58 1.98 1.77 1.37 1.77
c 0.38 0O 0.40 0.40 0.40 0 0 0.40 0

r 5.21 o 4.42 3.95 3.95 © 3.42 o

C st T st st st T T st T
cromosowmas 37 38 39 40 41 42 43 44

L .77 1,77 1.77 1.58 1.58 1.58 1.58 1.37

1 1.18 1.18 1.37 1.37 1.18 1.58 1.5%8 1.37

o] 0.59 0.59 0.40 0.21 0.40 0 0 0

r 2 2 3.42 6.52 2.95 o 0 0

(o4 sm sm st st s T T T
Caracterizacidn cariotipica: 4m+10sm+58st+16T
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Tabla 9. Longitud relativa promedio (LR * d.s.), radio de 1los
brazos promedio (r f d.s.), y clasificacién "C", de tres metafases

de Penaeus vannamei.

No. Par LR d.s. r d.s. C *
1 5.95 2,480 3.87 0.562 st
2 5.55 2.099 11.0 6,340 t
3 5.55 2.099 4.31 0,699 st
4 5.40 2.036 4.45 G.505 st
5 5.40 2.036 4.45 0.505 st
6 5.40 2,036 4.45 0.505 st
7 5.28 1.995 4.34 0.659 st
8 5.28 1.995 6.96 2.230 st-t
9 5,28 1.995 2.66 0.242 sm
10 5.15 1.822 1.47 0.173 I
11 5.02 2,041 6.53 2.490 st-t
12 5.02 2.041 4.76 1.120 st
13 4.88 2.003 4,84 2,355 st-t
14 4.88 2.003 4,64 0.949 st
15 4,88 2.003 4,64 0.949 st
16 4.88 2.003 4.64 0.949 st
17 4.48 2.003 4,13 1.046 st
18 4,48 2.003 4.85 0.439 st
19 4.48 2,003 4.76 2.026 st
20 4,48 2,003 1.44 0.200 m
21 4,35 1,822 4.67 2.070 st
22 4.35 1.822 4.74 0.635 st
23 4,35 1.822 4,74 0,635 st
24 4.35 1.822 4.74 0.635 st
25 4.35 1.822 6.43 2.268 st-t
26 4.35 1.822 4.74 0.635 st
27 4,35 1.822 2.48 0.500 sm
28 4.22 1.654 5.42 0.549 st
29 4,16 1.761 5.68 5.640 st-t
30 4,03 1.712 4.98 0.928 st
31 3.96 1.814 4.82 1.096 st
32 . 3.96 1.814 6.20 2,206 st-t
33 3.82 1.787 5.94 5.109 st-t
34 3.76 1.894 5.11 4.711 st~t
35 3.76 1,894 6.26 2.920 st-t
36 3.76 1.894 5,93 3.423 st-t
37 3.55 1.696 2.51 0.438 sm
38 3.55 1.696 2.51 0.438 sm
39 3.48 1.686 4,15 1.222 st
40 3.29 1.598 7.32 3.930 t
41 3.29 1.598 2.52 0.468 sm
42 3.29 1.598 3.36 2.900 st
43 2.83 1.196 7.53 6.800 t
44 2.03 0.694 4.89 4.399 st-t

* m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico,

t=acrocéntrico. Cariotipo: 4m+10sm+57st+17t
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Penaeus californiensis:

En la primera metafase analizada (Tabla 10), un par
cromosdmico fué metacéntrico (m), el nfmero 11. Cinco pares fueron
submetacéntricos (sm), los No. 16, 25, 31, 33 y 42. 21 pares fueron
subtelocéntricos (st), los No. 5,9, 10, 12, 15, 17 al 22, 24, 26 al
29, 32, y 34 al 37. Ocho pares fueron acrocéntricos (t), los No. 1
al 4, 6 al 8, y 13. El resto, nueve pares fueron telocéntricos (T),
los No. 14, 23, 30, y 38 al 41, 43 y 44. El cariotipo en esta
metafase quedd caracterizado de la siguiente forma:
2m+10sm+42st+16t+18T (Fig. 9).

En las segunda y tercera metafases analizadas (Tablas 11 y
12), se observaron dos metafases muy similares. Dos pares
cromosémicos fueron metacéntricos (m), los No. 11 y 16, Cinco pares
fueron submetacéntricos (sm), los No. 9, 25, 31, 33 y 42, 28 pares
fueron subtelocéntricos (st), los No. 1 al 8, 10, 12, 13, 15, 17 al
22, 24, 26 al 29, 32, y 34 al 37, y nueve pares fueron
telocéntricos (T), los No. 14, 23, 30, del 38 al 41, 43 y 44. El
cariotipo en estas dos metafases coincidié quedando caracterizado
de la siguiente manera: 4m+10sm+56st+18T (Figs. 10 y 11).

En la Tabla 13 se muestra la longitud relativa promedio y el
radio de los brazos promedio con sus respectivas desviaciones
estandar y la clasificacién final del cariotipo de 1la tres
metafases analizadas (Tablas 10, 11 y 12). En la clasificacién de
la Tabla 9 se observan dos tipos principales de cariotipos. Al

considerar los pares cromosémicos telocéntricos "T" como
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acrocéntricos "t", y los pares no. 4, 6, 7 y 8 como acrocéntricos
ey, se obtuvo: 4m+10sm+48st+26tL, El otro tipo fué:
4m+10sm+56st+18t, en donde se consideraron a los pares 4, 6, 7y 8
como subtelocéntricos "st". Lo anterior se debe a que la desviacién
estandar de cada par cromosdmico (No. 4, 6, 7 y 8), los incluyd
como "st" o "t"., En una caracterizacién intermedia entre los '"st"
y "t" se obtuvo: 52st+22t.

El cariotipo de P. californiensis quedd caracterizado de 1la

siguiente forma: 4m+1l0sm+52st+22t,
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Tabla 10, Valores relativos de la primera metafase analizada para
la identificacién de cromosomas de Penaeus californiensis. Longitud
total (L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto
(c), radio de los brazos (r), y clasificacién (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 576 5.76 5.76 5.36 5.36 5.15 5,15 5.15 4.96
1 5.04 5.04 5.04 4,72 4.64 4.56 4.56 4,56 3,76
c 0.72 0.72 0.72 0.64 0,72 0.59 0.59 0.59 1.20
r 7 7 7 7.3 6.44 7.7 7.7 7.7 3.13
C t t t t st t t t st

cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18

L 4,75 4.75 4,75 4.75 4,75 4,56 4.56 4.56 4,56
1 3.96 2.97 3,76 4.16 4,75 3.96 2.97 3.96 3.96
o] 0.79 1.78 0.99 0.59 O 0.60 1.59 0.60 0.60
r 5.02 1.67 3.79 7 0 6,70 1.87 6.70 6.70
C st m st t T st sm st st

cromosomas 19 20 21 22 23 24 25 26 27

L 4,16 4,16 4.16 3,96 3.96 3,96 3,76 3.76 3.76
l 3.56 3.56 3.5 3,37 3.96 3.37 2.76 3.16 3.16
o] 0.60 0.60 0.60 0.59 0.00 0.59 1,00 0.60 0.60
r 5.93 5.93 5.93 5,71 w 5,71 2.76 5.26 5,26
C st st st st T st sm st st

cromosonas 28 29 30 31 32 33 34 35 36

L 3.76 3.76 3.76 3.56 3.55 3,5% 3.37 2.97 2.97
l 3.16 3.16 3.76 2.57 2.97 2.57 2.76 2.57 2.57
c 0.60 0.60 0.00 0.99 0.58 0.98 0.61 0.40 0.40
r 5.26 5,26 o 2.59 5,12 2.62 4.52 6.42 6.42
C st st T sm st sm st st st

cromosomas 37 38 39 40 41 42 43 44

L 2.97 2.76 2.76 2.57 2,57 1.98 1.77 1.58
1 2.57 2.76 2.76 2.57 2.57 1.37 1.77 1.58
c 0.40 © 0 0 0 0.61 0 0
r 6.42 o o0 o0 o0 2.24 o b
C st T T T T sm T T

Caracterizacién cariotipica: 2m+10sm+42st+16t+187T
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Fig. 9. Primera metafase analizada de Penaeus californiensis.
2n=88, am+10sm+42st+16L+18T.
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Tabla 11. Valores relativos de la segunda metafase analizada para
la identificacién de cromosomas de Penaeus californiensis. Longitud
total (L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto
(c), radio de los brazos (r), y clasificacién (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 3.96 3.76 3.76 3.76 3.37 3.16 3.16 2,97 2.97
1 j.16 3.16 3.16 3.16 2.76 2.57 2.57 2.57 1.98
c 0.80 0.60 0.60 0.60 0.61 0.59 0.59 0.40 0,99
r 3.95 5.26 5.26 5.26 4.52 4.35 4.35 6.42 2.00
C st st st st st st st st Sm
cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18
L 2.97 2.76 2.76 2.76 2.76 2.76 2,76 2.76 2.76
1 2.57 1.58 2.17 2.36 2.76 2.17 1.58 2.36 2.36
c 0.40 1.18 0.59 0.40 0 0.59 1.18 0.40 0.40
r 6.42 1.33 3.67 5.90 w 3.67 1.33 5.90 5.90
C st m st st T st m st st
cromosomas 19 20 21 22 23 24 25 26 27
L 2.76 2.57 2.57 2.57 2.36 2.36 2.36 2.36 2.17
1 2.36 2,17 2.17 2.17 2.36 1.98 1.77 1.98 1.77
o 0.40 0.40 0.40 0.40 0O 0.38 0.59 0.38 0.40
r 5.90 5.42 5.42 5.42 « 5.21 3 5.21 4.42
C st st st st T st sm st st
cromosomas 28 29 30 31 32 33 34 35 36
L 2.17 2.17 1.98 1.98 1.98 1.98 1.98 1.77 1.77
1 1.77 1.77 1.98 1.37 1.58 1.37 1.58 1.37 1.37
c 0.40 0.40 0 0.61 0.40 0.61 0.40 0.40 0.40
r 4.42 4.42 o 2.24 3,95 2.24 3.95 3.42 3.42
C st st T sm st sSm st st st

cromosomas 37 38 39 40 41 42 43 44
1.77 1.58 1.37 1.37 1.37 1.37 1.37 1.37

L

1 1.37 1.58 1.37 1.37 1.37 0.87 1.37 1.37
c 0.40 0 0 0 0 0.50 0 0

r 3.42 « « o« 1.74 ® «

c st T T T T sm T T

Caracterizacién cariotipica: 4m+10sm+565t+18T
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Fig. 10. Segunda metafase analizada de Penaeus californiensis.
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Tabla 12. Valores relativos de la tercera metafase analizada para
la identificacidn de cromosomas de Penaeus californiensis. Longitud
total (L), longitud del brazo largo (1), longitud del brazo corto
(c), radio de los brazos (r), y clasificacién (C).

cromosomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

L 4.36 4.36 3.96 3.96 3.96 3.96 3.76 3.56 3.56
1 3.56 3,76 3.37 3.37 3.37 3.37 3.16 2.97 2.36
c 0.80 0.60 0.59 0.59 0.59 0.59 0.60 0.59 1.20
r 4.45 6.26 5,71 5.71 5.71 5.71 5,26 5.03 1.96
C st st st st st st st st s
cromosmomas 10 11 12 13 14 15 16 17 18
L 3.56 3.56 3.56 3.37 3.37 3.16 3.16 3,16 2.97
1 2,76 2.17 2.97 2.76 3.37 2.57 1.77 2.57 2.36
c 0.80 1.39 0.59 0.61 0O 0.59 1.39 0.59 0.61
r 3.45 1.56 5.03 4.52 w 4,35 1.27 4.35 3.86
C st m st st T st m st st
cromosomas 19 20 21 22 23 24 25 26 27
L 2.97 2,97 2.97 2.97 2.76 2,76 2,76 2.76 2.76
1 2.36 2.57 2.8%57 2.57 2.76 2.17 1.98 2.17 2.17
c 0.61 0.40 0.40 0.40 O 0.59 0.78 0.59 0.59
r 3.86 6.42 6.42 6.42 o 3.67 2.53 3.67 3.67
C st st st st T st sm st st

cromosomas 28 29 30 31 32 33 34 35 36

L 2.57 2.57 2.57 2.36 2,17 2.17 2,17 2.17 2.17
1 2.7 2.17 2.57 1.77 1.77 1.58 1.77 1.77 1.77
c 0.40 0.40 O 0.59 0.40 0.59 0.40 0.40 0.40
r 5.42 5.42 o 3 4,42 2.67 4.42 4.42 4.42
C st st T sm st sm st st st

cromosomas 37 38 39 40 41 42 43 44

L 2.7 2,17 2.7 2.17 2.7 1.98 1.77 1.58
1 1.77 2.17 2.17 2.17 2.17 1.37 1.77 1.58
c 0.40 O 0 0 0 0.61 0 0
r 4,42 w © 0 © 2.24 o0
C st T T T T sm T T

Caracterizacidén cariotipica: 4m+10sm+565t+18T
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Fig. 11. Tercera metafase analizada de Penaeus californiensis.
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Tabla 13. Longitud relativa promedio (LR
brazos promedio (r * d.s.), y clasificacién "C", de tres metafases
de Penaeus californiensis.

+ d

.8.), radio de los

No. Par LR d.s. r d.s. C *
1 4.068 0.939 5.13 1.635 st
2 4.62 1.024 6.17 0.873 st
3 4.49 1.099 5.99 0.903 st
4 4.35 0.868 6,09 1.071 st-~t
5 4.22 1.017 5.55 0.969 st
6 4.09 0.996 5.92 1.685 st-t
7 4.01 1.017 5,77 1.732 st~t
8 3.88 1.124 G.38 1.335 st-t
9 3.82 1.017 2.36 0.664 sm
10 3.76 0.904 4,96 1.485 st
11 3.69 0.996 1.52 0.174 m
12 3.69 0.996 4.15 0.734 st
13 3.63 1.016 5.80 1.242 st
14 3.63 1.016 0 - T
15 3.48 0.939 4.90 1.588 st
16 3.48 0.939 1.49 0.323 m
17 3.48 0.939 5.65 1.194 st
18 3.42 0.979 5.48 1.464 st
19 3.29 0.750 5.23 1.186 st
20 3.23 0.822 5.92 0.500 st
21 3.23 0.822 5.92 0.500 st
22 3.16 0.715 5.85 0.514 st
23 3.02 0.832 © - T
24 3.02 0.832 4,86 1.063 st
25 2.96 0.715 2.64 0.164 sm
26 2.96 0.715 4.72 0.919 st
27 2.89 0.800 4.45 0.795 st
28 2.83 0.822 5,03 0.537 st
29 2.83 0.822 5.03 0.537 st
30 2.76 0.904 0 - T
31 2.64 0.825 2.61 0.380 sm
32 2.56 0.854 4.49 0.588 st
33 2.56 0.854 2.52 0.181 snm
34 2.51 0.753 4,29 0.304 st
356 2.30 0.609 4.75 1.527 st
36 2.30 0.609 4.75 1.527 st
37 2.30 0.609 4.75 1.527 st
38 2.17 0.590 0 - T
39 2.09 0.697 0 - T
40 2.03 0.609 «© - T
41 2.03 0.609 © - T
42 1.77 0.350 2.07 0.288 s
43 1.63 0.230 0 - T
44 1.50 0.118 0 - T
* m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico,

t=acrocéntrico T=telocéntrico. Cariotipo: 4m+10sm+53st+21t
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Nimero modal haploide:

En los resultados de conteo de numero de cromosomas de
metafases meidticas (Tabla 14) el nimero modal haploide para ambas
especies fué de n=44, Los conteos variaron de 38 a 47 cromosomas
bivalentes.

En la Fig. 12 se observan metafases meidticas haploides de las
dos especies, las cuales se obtuvieron del tejido del testiculo.

Estos resultados se obtuvieron en 3 de 6 machos de cawardn

blanco y en 4 de 6 machos de camarén café,

Tabla 14. Nimero de metafases haploides de cada especie. Nimeros
cromosdémicos (NC) obtenidos en testiculo de tres individuos de
Penaeus vannamel y de cuatro individuos de Penaeus californiensis.

P. vannamei: *
NC 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 total
Ind.
1 1 0 2 2 2 4 8 3 1 0 23
2 0 0 2 2 4 7 15 8 3 1 42
3 0 1 2 3 2 1 6 3 0 0 18
total 1 1 6 7 8 12 29 14 4 1 83
porcentaje 1.2 1.2 7.2 8.4 9.6 14.4 34.9 16.8 4.8 1.2 100
P. californiensis: *
NC 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 total
Ind.
1 0 4 1 2 3 0 8 4 0 0 22
2 1 1 3 1 0 0 7 2 1 0 16
3 1 0 0 0 4 4 9 2 0 0 20
4 5 2 6 4 1 5 10 5 1 0 39
total 7 7 10 7 8 9 34 13 2 0 97
porcentaje 7.2 7.2 10.3 7.2 8.2 9,2 35 13.4 2 0 100

* moda haploide



15 p

Fig. 12. Metafases meioticas haploides
testiculo. JFoto 1 a 3 Penaeus
californiensis.

de cromosomas oblenidas de
vanhawei, 4 a 6 Penacus
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DISCUSION

Cariotipos:

En la primera metafase de Penaeus vannamei (Tabla 6), no se

presentd en ninguin cromosoma una morfologia de tipo "T". De las
tres metafases analizadas, ésta fué la que presentd una menor
condensacidn cromosomica. Debido a ésto, se diferenciaron los
brazos cortos en el par cromosdOmico nimero 44 (entre otros),
aunque la nitidez de los cromosomas se deterior6. En la tercera
metafase (Tabla 8) se observd la mayor condensacién cromosémica y
el resultado del cariotipo fué mds estrecho, en el sentido de no
observar pares cromosdémicos "t",

En el andlisis de 1la primera metafase de Penaeus

californiensis (Tabla 10), con un grado de condesacién cromosémica

bajo, no fué posible distinguir los brazos cortos en la fotografia
en los pares cromosémicos 23, 38 al 41, 43 y 44, por lo que se
clasificaron como “T", En la segunda y tercera metafases analizadas
(Tablas 11 y 12) se aprecidé una morfologia muy similar bajo una
condensacién intermedia, la cual permitid distinguir los brazos
cortos particularmente en los "st" y "T", sin embargo debido a esta
condensacién, no se diferenciaron cromosomas "t" de los "T".

En teoria los radios de los cromosomas deberian de permanecer
constantes (Jixun et. al., 1989), sin embargo, la falta de nitidez
de la fotografia posiblemente causa errores de apreciacion.

Los cromosomas "T" corresponden al centrémero terminal sensu
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stricto, no hay evidencia citogenética de los mismos (Levan et.

al., 1964). Se considera que posiblemente una alta condensacidén
cromosémica cause que los brazos cortos no se distingan y sean
clasificados como "T". Debido a esta apreciacidn, los cromosomas
" ge caracterizacidn en los cariotipos como "t'.

Debe resaltarse que fué posible la identificacidn de los
cromosomas metacéntricos (11 y 16 en café y 10 y 20 en blanco),
submetacéntricos (9, 25, 31, 33, y 42 en café y 9, 27, 37, 38 y 41
en blanco).

En ninguna de las metafases analizadas de ambas especies se
identificaron cromosomas sexuales.

Particularmente, 1los pares cromosémicos metacéntricos vy
submetacéntricos repetidos en las metafases analizadas, podrian
utilizarse como marcadores genéticos cromosdmicos y complementarios
para estudios de poblacionales o hibridos.

No se analizaron mis metafases debido a la alta condensacidn
cromosémica y a la falta de una mejor definicién de los cromosomas
en las fotografias. Una tincién diferencial de bandeo podria dar
mds informacidén a un nivel de morfologia fina de los cromosomas.

La mayoria de los cromosomas en los cariotipos de los peneidos
son subtelocéntricos o acrocéntricos (Tabla 1). El gran nimero y el
tamafio pequefio de los cromosomas, con una disminucidn progresiva en
longitud, hacen dificil identificarlos individualmente, y es ain
mds dificil distinquir entre cromosomas subtelocéntricos vy

acrocéntricos.
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En este estudio se considerd que los cariotipos de las dos
especies variaron muy poco Yy ho existd la posibilidad de
diferenciarlas con certeza. Por esto, se considerd conveniente el
presentar el cariotipo intermedio de ambas especies como:
4m+10sm+55st+19t,

Mayorga (1982), estudidé a cuatro penaeidos del Pacifico
oriental (Tabla 1), encontrando que las cuatro especies presentaron
el mismo cariotipo, por lo que hasta este momento no es posible
diferenciar especies de peneidos del Pacifico oriental, mediante el
andlisis de los cariotipos.

Cabe sefalar que el presente estudio, es el Unico trabajo en
donde se asemejd una caracterizacién cromosdmica de Penaeus

vannamei y P. californiensis con otra regidn geografica:

La caracterizacién general descrita por Mayorga (1982), no
difiridé mucho de este trabajo. La principal diferencia radicé en
los 14 cromosdomas en forma de "X", que enh este trabajo se
contemplan como 4m + 10sm y los 76 cromosdmas tipo "R", que se
contemplan como 55st + 19t, sinh referenciar dos pares de cromosomas
subtelocéntricos que se discuten posteriormente.

Se considera necesario establecer un andlisis de cariotipo
estandar para obtener estudios comparativos de varias especies y un
acervo de investigacién adecuado y preciso. La modificacién de la
técnica de secado al aire en huevos presentada en este trabajoy la
clasificacién de Levan et al., (1964) ampliamente utilizada en

otros grupos taxondmicos, se consideran como factibles.



NGmero cromosémico:

El ndmero cromosédmico encontrado en este trabajo en las dos
especies (2n=88, n=44), no coincididé con el reportado por Mayorga,
(1982), (2n=92, n=46) para las mnismas especies procedentes
posiblemente de Centro américa o del Ecuador. Sin embargo,
coincidié con el nimero haploide (n=44), reportado por Chow et al.,
(1990), quien trabajo con P. vannamei posiblemente del Pacifico
Mexicano. Esta diferencia (si la procedencia fuera correcta), puede
deberse a la separacidn geogréafica, dentro del amplio grado de
distribucién de estas especies. Sobre la base de un nilmero
cromosémico distinto, se podria pensar en dos poblaciones
distintas, o como lo establecen Chow et al. (1990), en un proceso

de especiacién en 1log penaeidos. Lo anterior tendrd que ser

corroborado en el futuro mediante técnicas de biologia molecular.

Distribucién del nGmero cromosémico en los declpodos.

Sobre la base de comparaciones en la distribucién del namero
cromosémico de 65 especies de Decapoda (Crustacea; Malacostraca),
31 de Macrura, 8 de Anomura y 31 de Brachyura, Murofushi y Deguchi
(1990), encontraron una distribucién de 68 a 376 nlmeros diploides
cromosémicos. En Macrura, se encuentré las especies con mayor Yy
menor nGmero 2n. Los ndmeros cromosémicos diploides en especies de

Anomura y Brachyura fueron de 82 a 254 y de 74 a 168,
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respectivamente. Esta gran variabilidad del nimero cromosémico fué
clasificada en tres distintos grupos en Macrura y dos en Anomura,
mientras que no fué posible clasificar algdin grupo sobre la base

del nUmero cromosémico en Brachyura (Tabla 15).

Tabla 15. Distribucién del nlmero cromosémico diploide y 1la
clasificacidn de las familias Macrura, Anomura y Brachyura por su
nimero cromosémico diploide. (Tomada de Murofushi y Deguchi, 1990).

Macrura:
Grupo 1: Penaeidae Pandalidae

86-90 68-72
Grupo 2: Palaemonidae Palinuridae Nephropidae Cambaridae

102-136 112-142 ‘ 136-152 188-212
Grupo 3: Astacidae

376
Anomura:
Grupol: Callianassidae Galateidae Hippidae

82 109 120
Grupo2: Paguridae Coenchitidae Lithodidae
254 230 208

Brachyura:
Grupos: ?
Dromiidae Raninidae Calappidae Leucosiidae Majidae
74 106 94 114 106-168
Atelecyclidae Cancridae Portunidae Xanthidae Grapsidae
124 104-120 88-120 124 98-152
Potamonidae
80-82




Los grupos de nimeros cromosdmicos diploides en Macrura y
Anomura parecieron estar relacionados con algin proceso de
poliploidizacién. En Macrura, el grupo 1 con aproximadamente 80
cromosomas 2n, pudo presentar una poliploidizacidén 4n formando el
grupo 2 con aproximadamente 160 cromosomas 2n. El grupo 2 a su vez,
haber presentado una poliploidizacién 4n, dando lugar al grupo 3
con 376 cromosomas 2n. En Anomura, el grupo 1 con aproximadamente
100 cromosomas 2n, pudo presentar una poliploidizacién 4n formando
el grupo 2 con aproximadamente 200 cromosomas 2n. Sin embargo, los
nimeros cromosdmicos diploides en especies de Brachyura son muy
variables, especialmente en las familias Majidae y Grapsidae, por
lo que un proceso de ploploidizacién no pudo ser sugerido con base

a sus nimeros cromosdmicos (Tabla 16).

Tabla 16. Proceso hipotético de poliploidizacién en Macrura,
Anomura y Brachyura. (Tomada de Murofishi y Degquchi, 1990).

Macrura:
4n
2n = 70~90 Grupo 1 poliploidizacién 2n = 140-180 Grupo 2
4n
2n = 140-180 Grupo 2 poliploidizacién 2n = 376 Grupo 3
Anomura:
4n
2n = 80~120 Grupo 1 poliploidizacién————2n = 160~240 Grupo 2
Brachyura:
4n
2n = 70 Grupo ? poliploidizacién——2n = 140: Majidae?
?

Grapsidae?

59



Murofushi y Deguchi (1990), también compararon los cariotipos
de ocho especies de Macrura y 9 especies de Brachyura (Tabla 17).
Estos cariotipos mostraron ser especificos para cada especie. En
ambas divisiones (Macrura y Brachyura) hubo especies con nimeros
grandes de cromosomas meta y submetacéntricos y cromosomas
subtelocéntricos y acrocéntricos. El nimero fundamental total de
los cromosomas meta y submetacéntricos fué casi igual a aquellos

subtelo y acrocéntricos: en Macrura: Metapenaeopsis barbata,

Panulirus japonicus y en Brachyura: Ranina ranina.

Los nimeros fundamentales fueron clasificados en tres grupos:

El primer grupo de especies presentd un nimero fundamental de

alrededor de 100 (en Macrura: Trachypehaeus curvirostris vy

Metapenaeopsis barbata, y en Brachyura: Ranina ranina, Portunus

sanquinolentus, Podophthalmus vigil, Banareja adhneri vy

Geothelphusa dehaani) .

En el segundo grupo un nimero fundamental de alrededor de 150

(en Macrura: Panuliris japonicus, y en Brachyura: Petaromera

wilsoni, Atergatis floridus, y Holometopus haematocheir).

En el tercer grupo se incluyeron aquellas con un ndmero

fundamental mayor a 200 (en Macrura: Machrobrachium rosenbergii,

Panulirus marginatus, Jasus edwardsii, Metaephrops japonicus, y

Procambarus clarkii, y en Brachyura: Leptomithrax bifidus).
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Tabla 17. Cariotipos de 8 especies de Macrura y 9 de Brachyura en
Decapoda. Metacéntrico (M); submetacéntrico (SM); subtelocéntrico
(8T); y acrocéntrico (A).(Tomada de Murofushi y Deguchi, 1990).

Especies Cariotipos 2n Nimero

M,SM ST,A fundamental
(M+SM) X2+ST, A

Macrura:

*1 Trachypenaeus curvirostris 28 4+ 52 80 108

*1 Metapenaeopsis barbata 36 + 32 68 104

*2 Machrobrachium rosenberagii 92 + 26 118 210

*3 Panulirus japonicus 54 + 58 112 166

*3 Panulirus marginatus 102 + 16 118 220

*3 Jasus edwardsii 86 + 56 142 228

*4 Metaephrops japonicus 92 + 44 136 228

*5 Procambarus clarkii 84 + 104 188 272

Brachyura:

%6 Petaromera wilsoni 66 + 8 74 140

*7 Ranina ranina 54 + 52 106 106

*8 Leptomithrax bifidus 66 + 78 144 210

*9 Portunus sangquinolentus 18 + 88 106 124

*9 Podophthalmus vigil 14 + 90 104 118

*9 Aterqgatis floridus 44 + 60 104 148

*10 Banareija adhneri 4 + 110 114 118

*10 Holometopus haematocheir 44 + 54 98 142

*11 Geothelphusa dehaani 30 4+ 52 82 112

% Familias:

1 Penaeidae

2 Palaemonidae

3 Palirunidae

4 Nephropidae

5 Cambaridae

6 Dromiidae

7 Raninidae

8 Majidae

9 Portunidae

10 Grapsidae

11 Potamonidae
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El nlmero cromosémico en el género Penaeus se encuentra en un
rango de 86 a 92 cromosomas. Este rango permite distinguir a la
familia Penaeidae de otras familias como: Palaemonidae
(langostinos) que presentan de 100 a 136 cromosomas, Palinuridae
(langostas) con 112 a 142 cromosomas o Astacidae (acociles) con

188-376 cromosomas.

El nGmero fundamental de P. vannamei y P. californiensis en

este estudio fué calculado de 102. El cdlculo (no reportade por los
siguientes autores) para el estudio de Mayorga (1982), para las
mismas especies fué de 106. En P. aztecus de 124 (Goswami, 1985),
y en P. monodon de 97 (Fanjun y Dong, 1993), por lo que todas estas
especies se clasificarian en el grupo 1, Macrura, Penaeidae, con
alrededor de 100 cromosomas. Solamente en P. orientalis (Jixun et.
al., 1989), el nimero calculado fué de 172, el cual lo localiza en
el grupo 2, Macrura, Palaemonidae entre otras familias, con
alrededor de 150 cromosomas.

Murofuchi y Deguchi (1990), concluyeron que no existe
suficiente evidencia para determinar que el proceso de
ploiploidizacidn se presentdé en la evolucién de los decédpodos. El
amplio rango de variacion en el nGmero de cromosomas encontrado en
estas especies parece ser causados por la flexibilidad en los
cambios estructurales de los cromosomas. La fisién y la fusién en
los cromosomas puede ser sugerida como una posible via de
incremento o decremento en el nimero cromosdmico en los Decdpoda.

Chow et al., (1990) argumentan en cuanto a la fusién, que

pudiera ocurrir entre dos pares de cromosomas acrocéntricos sin
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cambios drdsticos en el contenido de ADN. Los autores ejemplifican
el ndmero cromosdémico de 86 en P. japonicus reportado por Hayashi
y Fujiwara (1988). Otro ejemplo en la misma especie es el reportado
por Niiyama (1948), con 92 cromosomas, el cual sugiere una fusidn
de 92 a 86 cromosomas. Se considera que los arreglos cromosoémicos
han ido acompaflando el proceso de especiacidn en el género Penaeus,
Yy no por procesos de poliploidizacidn.

En este trabajo se podria considerar este tipo de fusidn de
2n=92 (Mayorga, 1982) a 2n=88 (Chow et al., y este estudio),
cromosomas posiblemente del Ecuador hacia México en ambas especies
estudiadas. La posible fusién cromosdmica de 92 a 88 deja un valor
intermedio de 90 aGn no encontrado en camarones del Pacifico
oriental americano. Existen dos datos intermedios de 2n=90
cromosomas: P. getiferus (Miligan, 1976; Chow et al., 1990) en el
Golfo de México y P. schmitti en Cuba (Torres,comn. pers.).
Posiblemente en el Pacifico Centro Americano se encuentre este dato

intermedio.

Citogenética.

Las metafases mitdticas obtenidas en huevos de Penaeus

californiensis en el segundo ensayo, quedaron inmersos en una

micro-pelicula (posiblemente vitelo), dificultando el conteo y la
definicién cromosémica en la mayoria de los campos fotografiados.
La disociacién de los huevos y el método de goteo se considerd

drastico, lo que ocasiondé que en el momento de la dispersién se
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encontraran muchos campos incompletos y cromosomas dispersos.

En cuanto a la condensacidn cromosémica obtenida a partir de
huevos, se sugiere un tiempo de 45 minutos y una concentracién de
0.5 % de colchicina p/v, para estudios posteriores en cromoscmas de
peneidos. Con este tiempo de incubacidén se obtuvieron
condensaciones cromosémicas intermedias. De acuerdo con Rodriguez-
Romero et. al., (1991), los cromosomas con un grado intermedio de
condensacién, son los mds apropiados para estudios de bandeo, los
cuales son necesarios para un mejor andlisis de los cariotipos.

El tiempo de 30 min de chogue hipotdénico se consideréd
aceptable para altas condensaciones de los cromosomas, sin embargo
en algunas metafases con media y baja condensacidn cromosémica, se
ocbservé poca dispersién y cromosomas sobrepuestos, sin embargo el
aumentar el tiempo del choque hipotdnico puede resultar en una
tincién difusa de los cromosomas.

Es necesario incorporar metodologias estandar reproducibles
para los diferentes tejidos y estructuras utilizadas. En forma
general, en la literatura, sélo dos técnicas se han utilizado para
la obtencidon de cromosomas en el género Penaeus: la técnica de
aplastamiento "squash" en larvas y la de secado al aire, en tejidos
en donde las divisiones celulares son escasas como el
hepatopancreas y branguias (Jixun et. al, 1989). Con estas dos
técnicas generalmente se obtienen cromosomas sumamente condensados
y sobrepuestos y es practicamente imposible el controlar la
condensacién cromosdmica, debido al tiempo de accidén del

mitostdtico (4 horas) y al tipo de tejido gue se encuentra en
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divisién.

Se requiere un tejido con divisiones mitéticas activas para
obtener un alto nimero de campos cromosdmicos. En este sentido, los
huevos, larvas y juveniles representan el material mds apropiado
para obtener campos cromosémicos diploides.

Para el caso de campos mitéticos haploides, la gdnada es el
material mds apropiado, aunque el éxito en su utilizacién depende
del estado de espermatogénesis u ovogénesis en el momento en que el
animal es sacrificado, mds que el tamafioc o condicidén del animal.

En este trabajo se utilizaron hembras de camardn café a punto
de desovar y con altos grados de maduracién gonddica, por lo que la
ovogénesis se encontraba muy avanzada obteniendo resultados
negativos en la obtencién de cromosomas. Probablemente se tendrian
mejores resultados después del desove y ablacionando las hembras
para una remaduracién, esperando el primer o sequndo grado de
maduracién gonaddica.

Milligan (1976), utilizé el hepatopédncreas y describié a
detalle su técnica, aunque Jixun et al., (1989) la retomaron y
mencionaron que estos érganos no son los materiales bioldégicos més
apropiados para estudiar cromosomas.

Chavez et al. (1991), realizaron un estudio citogenético con

Macrobrachium rosenbergii en el que probaron niveles de

concentracién de colchicina inyectada de 0.25 a 2.0 microgramos/
gramo de peso y tiempos de accidn para cada concentracidn de 3 a 20
horas a 28 °C. Su mejor tratamiento para la obtencién de metafases

cromosdmicas a partir de la glaandula antenal, fué la combinacién
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de 1 a 2 microgramos/gramo de peso en un tiempo de 8 a 12 horas, lo
cual coincididé con las concentraciones de Milligan (1976), para
hepatopancreas y Jixun et al. (1989), para gbdnada de machos.
Ademas Chévez et al. (op. cit.), mencionaron que los camnpos
mitéticos disminuyen considerablemente en langostinos por arriba de
los 2.6 g y en particular en adultos.

En este estudio, los huevos y los testiculos fueron 1los
mejores materiales bioldgicos para 1la obtencidn segura de

cromosomas, los ensayos con hepatopancreas, branquias, ovarios,

larvas y juveniles dieron resultados negativos.
Aplicacidn de la tecnica en la camaronicultura,

Uno de los siguientes pasos en el cultivo de camardn es la
manipulacién de los cromosomas. En el caso de moluscos bivalvos ya
se producen en forma comercial ostiones triploides, dado gque se ha
comprobado gque presentan un mejor crecimiento bajo ciertas
condiciones de cultivo (Allen comn. pers.). Ademds los organismos
triploides son estériles, lo que ocasiona que la energia invertida
en la reproducciéﬁ'sea utilizada en el crecimiento (Stanley et.
al., 1984).

La técnica agqui presentada permitird confirmar la poliploidia
a nivel de embridén temprano de una forma mds fina que el efectuar

métodos de squash y con la posibilidad de aplicar diferentes

tinciones en los cromosomas.
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CONCLUSIONES

1.~ Las especies de camarén Penaeus californiensis y Penaeus

vannamei procedentes de aguas adyacentes de los estados de Baja
California Sur, y Nayarit y sur de Sinaloa respectivamente,
presentaron un nimero cromosdmico diploide modal obtenido en huevos
de 2n=88. En ambas especies el nlmero cromosémico haploide modal

obtenido en testiculos fué de n=44,

2.~ El cariotipo en ambas especies queddé caracterizado como:

4m+10sm+55st+19t.

3.~ Sobre la base de una serie de modificaciones en la técnica de
secado al aire, especificamente en la parte de disociacidén de
tejidos, se estandarizaron dos técnicas de obtencidén de cromosomas
bien definidos, a partir de huevos de camardn. Una técnica permitié

el andlisis global y la otra el andlisis individual de los huevos.

4.~ No se observaron diferencias cualitativas en cuanto a la
concentracidén del mitostatico, sin embargo, el tiempo de incubacién
influyd en el grado de condensacién cromosémica. El mejor resultado
se obtuvo con un tiempo de incubacién de 45 minutos de colchicina,
con este tiempo se obtuvieron grados intermedios de condensacién

cromosdmica.

5.~ El choque hipoténico estandar de 30 minutos fué adecuado y no

se requiridé experimentar esta variable en la técnica.
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