ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL
Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar

“Identificacion de Familias del Camaréon Blanco
Litopenaeus vannamei Utilizando Marcadores
Moleculares Tipo Microsatélites”

Tesis de Grado
Previa a la obtencion del titulo de:

INGENIERO ACUACULTOR

Presentada por:
Yordan Etienne Vivanco Muioz

Guayaquil — Ecuador
2004



DECLARACION EXPRESA

“La responsabilidad por los hechos, ideas y doctrinas expuestos en
esta tesis, corresponden exclusivamente a su autor, y el patrimonio
intelectual de la Tesis de Grado correspondera a la Escuela

Superior Politécnica del Litoral".

(Reglamento de examenes vy titulos profesionales de la ESPOL)

Yordan Etienne Vivanco Mufioz



TRIBUNAL DE TESIS

Ecuador Marcillo, Ing. Franklin Pérez, Ph.D.c.
Presidente del Tribunal Director de Tesis
Fernando Arcos, Ph.D. Marcelo Mufioz, Ph.D.

Miembro del Tribunal Miembro del Tribunal



AGRADECIMIENTOS

A mis padres, Luis Vivanco Benavides y Nadieska Munoz Lemoine
de Vivanco, los que con eterna paciencia han seguido mis pasos y me
han apoyado en todo para poder llegar hasta aqui.

A mi director de tesis Franklin Pérez por haberme dado la
oportunidad de aprender un poco (pero bastante) del amplio mundo de
la Genética y Biologia Molecular, brindandome su tiempo y paciencia.

A la directiva de la Fundacion CENAIM - ESPOL, piedra angular
que ha hecho posible la realizacion de esta tesis, financiandola y
permitiendo la utilizacion de las instalaciones y facilidades.

A mi profesor Ecuador Marcillo, quien con su experiencia,
liderazgo y afecto, fue una guia constante durante mi carrera
universitaria, dentro y fuera de clases.

Al ex Rector y ex Vicerrector de la ESPOL, Victor Bastidas y
Marco Velarde por permitirme formar parte de esta prestigiosa
institucion educativa.

A mi profesor de colegio Carlos Rivadeneira y mi profesor de
universidad Javier Robalino, los que aumentaron en mi la curiosidad
por la Quimica y Biologia Molecular, con su forma de educar.

A la familia Hervas-Hegues, donde he vivido toda mi estancia en
Guayaquil, durante casi 5 anos, por haberme brindado consejo y
ejemplos dignos de imitar.

A Mariuxi Zhinaula, Cesar Gonzabay y Robin Casalla, por su
guia, ayuda y opinion durante el trabajo de laboratorio, ayudando a que
este sea mas ligero y eficiente. De igual forma a Irma Betancourt,
Vanesa Riofrio, Yela Paredes y Nelson Montoya por permitir el uso de
las instalaciones a su cargo.

A Jorge Vera, por compartir sus conocimientos técnicos y
practicos en larvicultura, conocimientos que fueron muy importantes
para realizar la parte financiera de esta tesis.

A mi hermana Yasna; y a mis familiares y amigos: Jaime Ulloa,
Jorge Vera (hijo), Natalia Ulloa, Marta Luna de Coérdova,
Renato Recalde, Estefania Leon, Byron Cardenas, Andrés Cardenas y
Julio Jaramillo, por ser, en la necesidad, una mano extendida; y sé€, que
teniendo la oportunidad, otros familiares y amigos habrian hecho lo
mismo.



Al los trabajadores de la camaronera “El Salitral” cuyo apoyo
laboral también fue muy importante para la continuacién de mi carrera.

A mis amigos y companeros de la ESPOL, por gozar de su amistad
y compartir, y a todas las personas que han querido de forma sincera el
progreso y culminacion de este, mi trabajo. Gracias.



Vi

DEDICATORIA

Sobre todo a mis padres por ser los co-autores de toda mi vida y a

mis hermanos.

A todas las personas que crean que este trabajo les brindard una

ayuda en cualquier sentido.



Vii

TEMARIO

INDICE DE TABLAS ...ouuuiiieiieeeee ettt xii
INDICE DE FIGURAS .....coiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee et XV
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt xvii
GLOSARIO . .. et xviii
RESUMEN ...ttt et e e eane XX
1 INTRODUCCION ....utiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e, 1
2 ANTECEDENTES ...ttt 5
2.1 PCR (Polimerase Chain Reaction).........c..ccocovuiiiiiiiiiiiinininnn. S
2.2 MARCADORES MOLECULARES ..ottt 9
2.3 MARCADORES MICROSATELITES O SSRs (Short Sequence
ReEPEALS) . ettt 13

2.4 ESTUDIOS HECHOS CON MICROSATELITES EN PENEIDOS17
2.4.1 Optimizacion de Microsatélites ..........ccocveviiviiiiiniininennen. 17

2.4.2 Trabajos de Parentesco en Otros Organismos Acuicolas... 18

2.4.3 Trabajos de Identificacion en Camarones............c....c....... 20

3 MATERIALES Y METODOS ... ..ottt 22
3.1 DISENO DE INICIADORES .......coitiiiiiiieeiiiiieeeeeiiineeeesiiineeaenns 22
3.2 MATERIAL BIOLOGICO ......oovvvvvirriiiiiniiiniiiiiiiieieaeeeeaeeeaaaaaanns 22
3.2.1 Obtencion de MUESLIas ....coeuviuiuiiiiniiiiiiiiieeieeieeieeen, 22
3.2.2 Extraccion de ADN de las Muestras........c.ccoeeviiieninnenenn.n. 23
3.3  AMPLIFICACION (PCR) ..uuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e 23
3.3.1 Parametros Variantes........c.coeoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinne, 23
3.3.2 Gel de Poliacrilamida........c.cceeieuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 25
3.3.3 Tincion de GeleS.......cviuiiniiiiiiiiiiiiiii e 26
3.4 DOCUMENTACION DE RESULTADOS ......cceeeeeeiiiiiiiiiieeeennnn, 26
3.5 CALCULO DE LA DIVERSIDAD GENETICA........cccvvvvvviinnnnnn.n. 27
3.5.1 Heterocigocidad Observada ........c.ccocveviiiiniiiiiniininiinennnen. 27
3.5.2 Heterocigocidad Esperada .......c..cccoveviiiiiiiiiiiiiiniininnnn.n. 27
3.6 ANALISIS DE RELACION ......ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiciieeeeeeeeeaeaeaaaaannns 28

3.6.1 Analisis de Ji Cuadrado (2).....coeeeemieiimiiiiiiiiiieiiieeineneanen. 28



viii

3.6.2 Analisis de Lineaje de Familias..........c..c.coooviiiiinn. 31
3.6.3 Analisis Custer (Agrupamientos)......cccceeveuvireniuneneneinennnen. 32

4 RESULTADOS ..ottt et e ea e 34
4.1 AMPLIFICACION OPTIMIZADA DE MICROSATELITES ........... 34
4.2 PRESENCIA DE ALELOS NULOS ...ttt 36
4.3 HETEROCIGOCIDAD Y FRECUENCIA DE ALELOS................ 38
4.4 PRUEBA DE SEGREGACION MENDELIANA ................oooee... 43
4.5 ANALISIS DE LINEAJE ....cuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 49
4.5.1 Agrupamiento Familiar........c..c..cooiiiiiiiiiiii . 49
4.5.2 Agrupamiento entre Familias ..........c.ccoooeiiiiiiiinin. 51
4.5.3 Dendograma familiar basado en el Analisis UPGMA........ 54

5  DISCUSION ....uiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaan 56
5.1 ALELOS NULOS ...t 56
5.2  VARIABILIDAD GENETICA ......covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieieeeeaaeeeeeenns 57
5.3 SEGREGACION MENDELIANA Y AGRUPAMIENTO. ................ 59

6 ANALISIS DE COSTO - BENEFICIO ......cuuoeeeeeiiiiiiiiiiiee e 67
6.1 INTRODUCCION A LOS SISTEMAS DE MEJORAMIENTO
GENETICO ..ouuiiieiiiieiiieee ettt 67

6.1.1 Sistema de mejoramiento de Seleccion Familiar............... 68

6.1.2 Sistema de Seleccion Masal con Marcadores Moleculares

(Walk Back Selection) ........cc.oeuveuiiuiiiiiiiiiiiiiiiieeie e 71
6.2 PARAMETROS PARA LA COMPARACION ECONOMICA ENTRE
METODOS DE SELECCION .......ccovviiieeeeiiiiiiiiiieee e 78

6.2.1 Tasa Minima Atractiva de Retorno (TMAR) de los 4
PrOyECIOS . et 80
6.3 PROYECTO A (Seleccion Familiar con opcion de compra y
CONSTIUCCION) .1 etiiiiiiitinetie e e 82

6.3.1 Dimension del Proyecto A.......c.cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineeen, 82
6.3.2 Ingenieria del Proyecto A .......coceiiiniiiiiiiiiiiiiiieee, 83
6.3.2.1 Calculo de los Componentes del Proyecto A............... 83
6.3.2.2 Inversiones del Proyecto A........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiinininens 89

6.3.2.2.1 Descripcion de Construcciones en el Proyecto A.... 92



6.3.3 Organizacion del Proyecto A ........ccooeviiiiiiiiiiiiiiniiiiiinenene, 95
6.3.3.1 Tiempo del Proyecto A ......c.oeuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiineeienes 95
6.3.3.2  Personal Operacional del Proyecto A..........c..cc.cceeueeees 96
6.3.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto A ................ 96

6.3.4 Presupuesto del Proyecto A ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 99
6.3.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto A ................ 99

6.3.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto A.... 100

6.3.4.3 Ventas del Proyecto A.......ccccouviiiiiiiiiiiiiiiiniiiineeienn 102
6.3.5 Financiamiento del Proyecto A............ccccoviiiiiiiiiiinnnn. 102
6.3.6  Proyeccion Financiera del Proyecto A...........c..ccceeeienen. 103
6.3.7 Evaluacion Financiera del Proyecto A.............c.ccoeeeenen. 105

6.3.7.1 Analisis de Sensibilidad del Proyecto A.................... 105

6.4 PROYECTO B (Sistema de Seleccion Familiar con opcion de
ALQUILET) e 107

6.4.1 Dimension del Proyecto B..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiin, 107
6.4.2 Ingenieria del Proyecto B........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiin 107

6.4.2.1 Calculo de los componentes del proyecto B ............. 107

6.4.2.2 Inversiones del Proyecto B..........cooooiiiiiiiiiiin. 107
6.4.3 Organizacion del Proyecto B........oooooiiiiiiiiiiiininininn.. 109

6.4.3.1 Tiempo del Proyecto B.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 109

6.4.3.2  Personal Operacional del Proyecto B ....................... 109

6.4.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto B............... 109
6.4.4 Presupuesto del Proyecto B ..........coooiiiiiiiiiiiiiin 112

6.4.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto B............... 112

6.4.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto B.... 113

6.4.4.3 Ventas del Proyecto B ......c.ocoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 113
6.4.5 Financiamiento del Proyecto B ...........c..cooiiiiiiiiiiinin. 114
6.4.6 Proyeccion Financiera del Proyecto B...........c.ccooovivinanine. 115
6.4.7 Evaluacion Financiera del Proyecto B.............ccoooieenine. 116

6.4.7.1 Analisis de sensibilidad del Proyecto B .................... 116

6.5 PROYECTO C (Walk Back Selection con opciéon de compra y

CONSTIUCCION) . .ettiniiiii et ettt e e e 118



6.5.1 Dimension del Proyecto C......cccoeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieene, 118
6.5.2 Ingenieria del Proyecto C.......ccoveviiiiiiiiiniiiniiiiiineeenes 119
6.5.2.1 Calculo de los componentes del proyecto C ............. 119
6.5.2.2 Inversiones del Proyecto C...........ccocoeviiiiiiiininnn.e. 123

6.5.2.2.1 Costos de Instalacion del Laboratorio de Biologia
Molecular ......c.oeiuiiiiiiiiii e 123
6.5.2.2.2 Descripcion de Construcciones en el Proyecto C.. 124

6.5.2.2.3 Descripcién de Construcciones en el Proyecto C.. 127

6.5.3 Organizacion del Proyecto C.........ccooviiiiiiiiiiiiiiininn. 127
6.5.3.1 Tiempo del Proyecto C.........c.ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennee. 127
6.5.3.2  Personal Operacional del Proyecto C ....................... 128
6.5.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto C .............. 129

6.5.4 Presupuesto del Proyecto C........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiininen.. 132
6.5.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto C.............. 132

6.5.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto C.... 133
6.5.4.2.1 Calculo de Costo de Genotipeado por Animal. ..... 133

6.5.4.2.2 Costos Operativos del Proyecto C...........c....coueeees 134
6.5.4.3 Ventas del Proyecto C ......coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieene, 134
6.5.5 Financiamiento del Proyecto C ..........ccoviiiiiiiiiiiinnenn.. 135
6.5.6  Proyeccion Financiera del Proyecto C...........ccccvvveiniinii. 136
6.5.7 Evaluacion Financiera del Proyecto C........................... 137
6.5.7.1 Analisis de Sensibilidad del Proyecto C.................... 137
6.6 PROYECTO D (Walk Back Selection con opcion de alquiler) . 139
6.6.1 Dimension del Proyecto D.......cccooviiiiiiiiniiiniiiiiiiiiinne, 139
6.6.2 Ingenieria del Proyecto .......c.ccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 139
6.6.2.1 Calculo de los Componentes del Proyecto D ............ 139
6.6.2.2 Inversiones del Proyecto D ..........c.ccooviiiiiiiininnin. 139
6.6.3 Organizacion del Proyecto D.........cocvvviviviiiiiiiiiiiiinnnn.. 140
6.6.3.1 Tiempo del Proyecto ........couveviiiiiiiiiiiiiiiiiininineenen. 140
6.6.3.2  Personal Operacional del Proyecto D ....................... 141
6.6.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto D.............. 141

6.6.4 Presupuesto del Proyecto D.......ccooiiiiiiiiiiiiiiniiiiinininen. 144



Xi

6.6.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto D.............. 144
6.6.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto D.... 145
6.6.4.3 Ventas del Proyecto D ........c.ooviiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 146

6.6.5 Financiamiento del Proyecto D ...........c..cooiiiiiiiiiiininen. 146
6.6.6  Proyeccion Financiera del Proyecto D .............c..c..ocoee. 147
6.6.7 Evaluacion Financiera del Proyecto D..........c..cccevvienenen.. 148
6.6.7.1 Analisis de Sensibilidad del Proyecto D ................... 148

6.7 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS 4 PROYECTOS 150
6.7.1 Proyectos Ay B (Sistema de Seleccion Familiar)............. 150
6.7.2 Proyectos C y D (Sistema de Walk Back Selection)......... 151

7 CONCLUSIONES ...t 154
7.1 CONCLUSION DE LA IDENTIFICACION DE FAMILIAS.......... 154
7.1.1 Recomendaciones en la Identificacion de Familias ......... 154

7.2 CONCLUSION DE LOS PROYECTOS FINANCIEROS ............ 155

8 BIBLIOGRAFIA ..ottt 156
ANEXO I .o 164
ANEXO 5 .ot 176
ANEXO TIL .. ettt et e e e e 181
ANEXO IV Lt 185
ANEXO V i 188
ANEXO VI et 190
ANEXO VIL ..ottt e 198
ANEXO VIIL. ..ot 199
ANEXO IX Lot 200
ANEXO X oottt 212
ANEXO X .ttt 214
ANEXO XL ottt ettt 218
ANEXO XIIT. .ottt e e e e 224

ANEXO XIV .. 227



Xii

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Concentraciones y cantidades utilizadas de los reactivos para
PCR (Protocolo optimizado en CENAIM).....c..cceuiiiiiiiiiniiiiniinennnen. 25
Tabla 2. Tipos de segregacion esperados en el analisis con ejemplos
hipotéticos del mecanismo de segregacion........cccceuevvevevinenenenennnen. 30
Tabla 3. Secuencia de los iniciadores, secuencia de los microsatélites,
temperatura de plegado, Concentracion de Cloruro de Magnesio,
longitud esperada, tipo de repeticion y Numero de acceso al NCBI
de los 7 microsatélites escogidoS .....ccvuvviiiiiiiiniiiiiiiiiiiii e, 35
Tabla 4. Comparacion de N. de Alelos, Rango de Tamano,
heterocigocidad esperada (He) y heterocigocidad observada (Ho)
entre los resultados obtenidos con la identificacion familiar y los
resultados obtenidos con muestras silvestres (Casalla, 2003)....... 40
Tabla 5. Alelos obtenidos por el proyecto de identificacion familiar y con

muestras silvestres (Casalla, 2003) dispuestos en forma homologa

................................................................................................... 41
Tabla 6. Numero de familias por segregacion de cada Locus y numero
de Familias anuladas......c.ccoeeivuiiiiiiiiiiiiiiii e 45
Tabla 7. Agrupamiento de los individuos de la familia 25 .................. 50
Tabla 8. Agrupamiento de los individuos de la familia 24 ................... 50
Tabla 9. Porcentaje de agrupamiento entre los individuos de la misma
FAIMILIA e 51
Tabla 10. Agrupamiento entre la Familia 29 y Familia 19................... 52

Tabla 11. Relacion entre las familias 16, 17 y 18 tomando solo los

PrimMeros iNdivVIdUOS . .ueuiuniniiiiiiii e 53
Tabla 12. Caracteristicas de los 4 proyectos de mejoramiento genético79
Tabla 13. Calculo de la TMAR para 10s proyectos.........cccvuveveenenenennnnn. 81
Tabla 14. Costo de equipos, maquinaria, tanques, recipientes e

implementos de maduracion del proyecto A .......ccovevieviiiiiininiinnt. 89



Xiii

Tabla 15. Sueldos y salarios de personal del proyecto A ..................... 96
Tabla 16. Presupuesto de inversiones del proyecto A...........ccceenennnen. 99
Tabla 17. Costos operativos del proyecto A........cccveviiiiiniiniiiininnennen. 100
Tabla 18. Ventas anuales durante los 5 anos del proyecto A2 ........... 102
Tabla 19. Financiamiento del capital inicial del proyecto A................ 102
Tabla 20. Proyeccion financiera del proyecto A .......c..cceieieiiiiiiiinens. 104
Tabla 21. Indices financieros del proyecto A @.......cccceeeeeeeeeeeeeeeeeennn.n. 105

Tabla 22. Cuando la inflacion sube de 4% a 5% y los precios de venta se
mantienen en el Proyecto A........cooooviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 106

Tabla 23. Costo de equipos, tanques, recipientes de Maduracion del

Proyecto B . ..o 107
Tabla 24. Sueldos y salarios de personal del proyecto B ................... 110
Tabla 25. Presupuesto de inversiones del proyecto B........................ 112
Tabla 26. Costos operativos del proyecto B.........cccoeiiviiiiiiiiiinininnn.. 113
Tabla 27. Venta anual durante 5 afos .......c..cceeeeveiiniiiiiiiiininnineninnen.. 113
Tabla 28. Financiamiento del capital inicial del Proyecto B............... 114
Tabla 29. Proyeccion financiera del proyecto B..........c..cceoviiiiiiianin. 115
Tabla 30. Indices financieros del proyecto B ........ccccccovveeeiivinneeennnnnn. 116

Tabla 31. Cuando la inflacion sube de 4 a 5% y los precios de venta se
mantienen en el proyecto B.........ocoiiiiiiiiiiiiii 116
Tabla 32. Costo de Equipos, Materiales y Reactivos de Biologia
MOIECULAT ..eniiiiii e 123

Tabla 33. Costo de equipos, maquinaria, tanques, recipientes e

implementos de Maduracion del proyecto C...........cccevieieninnenen... 124
Tabla 34. Sueldos y salarios de personal del proyecto C ................... 128
Tabla 35. Presupuesto de inversiones del proyecto C..............c....e..... 132

Tabla 36. Gasto de materiales desechables y reactivos para el

genotipeado de 480 animales, y costo de genotipeado por cada

animal 2, no se tomod en cuenta el gasto eléctico..............c.cenen.e. 133
Tabla 37. Costos operativos del proyecto C........cccoeveviininiiiiiinininenenen. 134
Tabla 38. Proyeccion de ventas del proyecto C durante 5 afnos ........ 134

Tabla 39. Financiamiento del capital inicial del proyecto C............... 135



Xiv

Tabla 40. Proyeccion financiera del proyecto C........c.ccevvviviiineninenenen. 136
Tabla 41. Indices financieros del proyecto C .........ccceeeeeeiviviiiieeeenn... 137
Tabla 42. Cuando la inflaciéon sube de 4 a 5 % y los precios de venta se

mantienen en el Proyecto C........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 137

Tabla 43. Equipos, maquinaria, tanques, recipientes e implementos de

Maduracion del proyecto D .......ccoeviviiiiiiiiiiiiiiirieee e 139
Tabla 44. Sueldos y salarios de personal del proyecto D ................... 142
Tabla 45. Presupuesto de inversiones del proyecto D ............c.......... 144

Tabla 46. Gastos operativos del proyecto D Gastos operativos del

Proyecto D ..o 145
Tabla 47. Ventas anuales durante los 5 anos del proyecto D ........... 146
Tabla 48. Financiamiento del capital inicial del proyecto D............... 146
Tabla 49. Proyeccion financiera del proyecto D.........ccocevviviiinininenn.n. 147
Tabla 50. Indices financieros del proyecto D .........ccceeeeeeevvviiineenn.... 148
Tabla 51. Cuando la inflacién sube de 4 a 5% y los precios de venta se

IMNANTIEIIETY c. ottt 148
Tabla 52. Financiamiento del Capital Inicial...........c.ocoeiiiiiiiiinin.. 152

Tabla 53. Desglose de los indices obtenidos en los 4 proyectos......... 153



XV

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Aislamiento y amplificacion por PCR de un fragmento de ADN

AESEAAOD «. vttt 7
Figura 2. Diferencia visual entre marcadores dominantes y marcadores
codominantes (MiCroSatélites) .......covuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeean, 12
Figura 3. Anatomia de un microsatélite............c.oceeiiiiiiiiiinininin.. 14
Figura 4. Lectura de los microsatélites ........c.coveviiiiiiiiiiininininiiiinns 16
Figura 5. Ejemplo de distribucion de alelos al azar tipo 1:2:1 ............. 29

Figura 6. Amplificacion con el iniciador desarrollado por Cruz et al.,
Pvanl1815, con extracciones de Chelex de 20 individuos de 4
familias (F1, F2, F3 ¥ F4) oo 36

Figura 7. Comparacion de amplificaciéon de un mismo locus pero con
iniciadores distintos (CN-67 y CN-46) comprobando la presencia de
AleloS NULOS ..euiiiii e 37

Figura 8. Tamano (pb) y frecuencia de los alelos de cada locus
(MICTOSALELILE) c.vniniiiiie e 42

Figura 9. Casos de segregacion al azar.........cceoveiuvininiiniiiininennininiinenn. 44

Figura 10. Grupo familiar que no presenta ningiin caso de Segregacion
Mendeliana.....o.uiueeiniii e 46

Figura 11. Perfil del individuo 12 de la Familia 15 en 3 locus presenta
perfiles distintos al de los supuestos hermanos indicando una
relacion no familiar........ooooiiiiiiiiiiii 47

Figura 12. Amplificaciéon de la familia 26 con el iniciador CN-159,

eliminacion de 3 individuos para el estudio de ji cuadrado........... 48
Figura 13. Dendograma familiar basado en el analisis UPGMA........... 55
Figura 14. Método de seleccion familiar.........cocoeveiiiiiiiiiiniiiiiniininan, 73
Figura 15. Método de walk back selection ..........c.ccoceviiiiiiiiiiiiiniiininan. 77

Figura 16. Diagrama de los procesos por ciclo productivo de los

ProyeCtos A ¥ B e 88



XVi

Figura 17. Diagrama de barras del proyecto A. 5 anos con ciclos de 4



CTAB
dNTP
Mg*2

MgCl»

PCR
SSR
TBE
TD
TFPGA

UPGMA

XVii

LISTA DE ABREVIATURAS

Cetyl-Trimetyl-Amonium Bromide
Deoxiribonucleoside Triphosphate (Nucleotidos)
[6n Magnesio

Cloruro de Magnesio

Pares de bases.

Polimerase Chain Reaction

Simple Secuence Repeat (Microsatélite)
Tampon Tris Borate

Towch Down

Tools for Population Genetics Analysis

Unweighted Pair Grup Method whith Arithmetic Mean



XViii

GLOSARIO

(Los conceptos son aplicados para este trabajo)

ALELO Término dado a las secuencias de bases que ocupan el
mismo locus en los cromosomas homoélogos. Los alelos

estan presentes en individuos diploides y poliploides

AMPLIFICACION  Replicacién artificial de un segmento especifico de
ADN por medio de la PCR, sintetizando multiples copias

extracromosomicas

BANDA Marcador visualizado en el gel de poliacrilamida después de

su amplificacion en la PCR

CROMOSOMAS HOMOLOGOS Cromosomas citolégicamente iguales,
presentes dos o mas veces (células diploides o poliploides)
heredados de los padres en partes iguales. Estos
cromosomas no tienen que ser genéticamente idénticos

aunque son portadores de los mismos loci

HETEROCIGOCIDAD Indice que indica el porcentaje de heterocigotos

presente en una poblacion dada

HETEROCIGOTO Individuo que posee distintas secuencias de bases
en un locus dado de los cromosomas homologos. Posee

alelos distintos

HOMOCIGOTO Individuo que posee la misma secuencia de bases en
un locus dado de los cromosomas homélogos. Posee los

mismos alelos



XiX

LOCUS Posicion fisica definida de una secuencia de bases en un

cromosoma especifico

LOCI Plural de locus. Posicion fisica definida de algunas secuencias
de bases en un cromosoma especifico o en algunos

cromosomas especificos
MARCADOR  Secuencia de ADN identificable en un cromosoma

MARCADOR GENETICO Secuencia de ADN identificable en un

cromosoma, cuya herencia se puede rastrear

POLIMORFISMO Presencia de mas de un alelo para un locus dado en

una poblaciéon dada
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RESUMEN

La implementacion de programas de mejoramiento apoyados con
herramientas moleculares promete acelerar las ganancias genéticas por
ciclo de seleccion en diferentes especies. En el caso del camar6on blanco,
Litopenaeus vannamei, existe informacion muy limitada sobre nuevas
herramientas moleculares dirigidas a mejoramiento genético. La
presente tesis se plante6 con el fin de implementar y evaluar
marcadores tipo microsatélite en camar6n blanco para la identificacion
familiar e individual de la especie. Se disenaron 131 pares de
iniciadores para marcadores tipo SSRs (microsatélites), de los cuales se
optimizaron siete. Esos loci fueron evaluados en un estudio de
parentesco de 32 familias cuyas muestras fueron tomadas de un
programa de mejoramiento genético. La evaluacion de las muestras se
realiz6 sin conocimiento de los perfiles de los padres, lo cual
corresponde a condiciones de produccion comercial en la cual no se
cuenta con informacion de pedigri. Se determiné que varias de las
familias del programa de mejoramiento contenian mezclas de animales
de otras familias, fenémeno reportado con anterioridad en otros
programas de mejoramiento de peneidos. Las técnicas implementadas y
los loci desarrollados seran utiles para evaluacion de variabilidad en
material comercial, seguimiento de familias en produccion comercial e
identificacion de grados de consanguinidad en animales de ciclo

cerrado.



1 INTRODUCCION

Los programas de mejoramiento genético en el sector camaronero
han despertado interés en los productores debido a las bajas
producciones que se han dado desde la aparicion del Sindrome Viral de
la Mancha Blanca. Las enfermedades virales han aquejado a la
industria camaronera desde los anos 90 produciendo enormes pérdidas
economicas. Se estima que el sector perdié 200 millones de dolares por
el Sindrome de las Gaviotas (1990-1991); 300 millones de dolares por el
Sindrome de Taura (1994-1995) y 1000 millones de délares por el
Sindrome de la Mancha blanca (1999-2000). Actualmente el sector
camaronero produce menos del 80% de lo que producia hace cinco
anos. La crisis que vive la industria camaronera es un reflejo de la
urgente necesidad de realizar cambios en los sistemas de produccion.
Uno de los cambios que se esta dando es la domesticacion de la especie
con los objetivos de no depender de la larva silvestre y de mejorar la
especie genéticamente (Nieto, 2003). Actualmente en las instalaciones
de maduracion se esta trabajando con animales supervivientes de
piscinas donde hubo mortalidades, estos son llevados a reproductores y
trabajados dentro de programas de seleccion cuantitativa, pero sélo uno
(PROMOGEN S.A.) se ha involucrado en programas de seleccion familiar

(Pérez, 2003).

Se ha demostrado en L. vannamei que realizando una seleccion

masal de crecimiento y resistencia a enfermedades, pero



entremezclando diferentes familias, se puede obtener descendencias con
mayor eficiencia en el crecimiento y mayor resistencia a enfermedades

(Argue et al., 2002).

Uno de los problemas graves en programas de mejoramiento
genético basados en seleccion masal (utilizando los animales de mayor
crecimiento de piscinas comerciales) en L. vannamei es el
estrechamiento genético debido a la falta de informacion de pedigri en
los animales seleccionados. El cruzamiento entre individuos
emparentados conocido como consanguinidad o endogamia, induce la
pérdida de variabilidad genética lo cual limita la ganancia genética y
produce el aparecimiento de caracteres letales que se reflejan en
disminucion de la produccion (Pérez, 2003; Bierne et al., 1999). Con la
informaciéon de pedigri se puede evitar este tipo de cruzamiento (Norris
et al, 1999). Las diferencias morfologicas entre individuos que
pertenecen a un grupo que no tiene variabilidad genética, posible
resultado del cruzamiento entre hermanos o individuos emparentados,
se deben exclusivamente al medio ambiente y no a la variabilidad
genética. Esto explica por qué una seleccion masal a alta presion no es

sostenible por largos periodos de tiempo (Pérez, 2003).

Un seguimiento correcto de los cruces, tomando decisiones
basadas en la seleccion de las mejores cualidades y evitando la
endogamia es la manera adecuada para realizar mejoras genéticas en

especies acuicolas. La endogamia puede ser manejada con programas



que eviten la reproduccion entre individuos emparentados (Davis y
Hetzel, 2000). Un programa de mejoramiento genético por familias
permite el manejo de pedigries (Wolfus et al., 1996), sin embargo, su
implementacion es mucho mas cara que un programa de seleccion

masal tipico.

La variabilidad genética expresada como heterocigocidad es
importante tanto para poblaciones silvestres como para poblaciones en
cultivo porque provee un mayor espectro de genotipos para respuestas
adaptativas a cambios externos y por lo general, los individuos
heterocigotos poseen mejores caracteristicas de importancia econémica.
La heterocigocidad es utilizada como un indice del nivel de diversidad
de la genética poblacional la que tiene importancia tanto para
ecologistas y como para acuicultores (Xu et al., 2001). Por ejemplo
Alcivar et al. (1997) han demostrado en L. vannamei que realizando los
cruces correctos de los padres (aumento de variabilidad genética) se

pueden obtener individuos menos susceptibles al Baculovirus penaei.

La utilizacion de marcadores microsatélites permite determinar la
identidad genética de cada uno de los individuos seleccionados y
determinar su grado de parentesco. La informacion obtenida puede ser
utilizada para realizar cruces dirigidos que permitan rescatar alelos o
genes que estan en baja proporcion o a punto de extinguirse en la

poblacion seleccionada (si es o no necesaria la adicion de nuevos



perfiles) (Garcia et al.,, 1994). Esto permite mantener la variabilidad

genética a niveles adecuados y evitar problemas de consanguinidad.

Los microsatélites, por ser marcadores codominantes (son visibles
los dos alelos presentes en cada individuo) tienen también importancia
en los estudios de mapeo, genética de poblaciones y construccion de
arboles evolutivos (Nielsen, 1997). Los microsatélites han sido
recientemente utilizados en diferentes especies de peneidos tanto en
animales silvestres (Casalla, 2003; Xu et al., 2001) como con animales
de programas de seleccion genética (Wolfus et al., 1996; Bierne et al

2000).

El presente trabajo se desarrolldo con el fin de optimizar
marcadores microsatélites especificos para L. vannamei (determinacién
exacta de los parametros quimicos y fisicos para que el locus de interés
pueda ser amplificado en la PCR, escogiendo los loci que presenten el
mayor numero de alelos) y comprobar la utilidad de estos para la
identificacion de familias. Los resultados obtenidos serviran como
herramienta al sector camaronero para utilizar reproductores con
caracteristicas genéticas adecuadas (mejoramiento genético) evitando el

cruzamiento entre individuos estrechamente emparentados.



2 ANTECEDENTES

2.1 PCR (Polimerase Chain Reaction)

El trabajo con marcadores microsatélites asi como de otras
técnicas de marcacion molecular (PCR-RFLP, AP-PCR, AFLP) requiere de
amplificacion (replicacion de cadenas especificas de ADN) que esta dada
por la técnica de PCR (Li et al., 2003). La técnica de PCR consta de 3

etapas:
e Separacion de las cadenas de ADN por medio de calor.
e Plegado de los iniciadores a la cadena molde.
e Sintesis de la nueva cadena.

Este proceso, conocido como ciclo, toma menos de 4 minutos, y
se repite entre 25 y 35 veces hasta haber replicado el ADN a niveles
detectables. Al inicio de cada ciclo, el iniciador se ubica en la cadena
molde para empezar la replicacion (Glick y Pasternak, 1998). De
acuerdo al iniciador utilizado se selecciona el locus microsatélite a
amplificar. La muestra a amplificar es la doble cadena original de ADN
extraida del individuo a genotipear. E1l ADN se combina en una solucion
que contiene los elementos necesarios para iniciar el proceso de

replicacion: iniciadores, dNTPs, cloruro de magnesio ( y Taq Polimerasa.

En el 1er ciclo la muestra es calentada a 95°C para separar las
cadenas genomicas de ADN. Subsecuentemente el medio es enfriado a

temperaturas entre 42 y 60°C para permitir la hibridizacion de los



iniciadores a la cadena original molde de ADN. Con el incremento de
temperatura a 72°C la Taq Polimerasa procede a la polimerizacion de
los dNTP's y extiende los iniciadores del extremo 5’ a 3’ generando una

nueva cadena de ADN que es fiel copia de la cadena molde.

En el segundo ciclo el ADN original y la nueva cadena de ADN
desnaturalizada (separada) a 95° C y los iniciadores se hibridizan con
su secuencia complementaria a 60° C. De cada iniciador plegado se
extiende la cadena molde a 72° C por la Taq Polimerasa. Las cadenas
amplificadas en este ciclo tienen la longitud de la regién que se desea

aislar.

Una vez que se han generado las primeras copias a partir del ADN
genomico, estas son amplificadas en forma exponencial. Asi, en el tercer
ciclo dos doble cadena de ADN son generados y tienen la misma
secuencia de la region que se quiere aislar. En el cuarto ciclo estas dos
cadenas son duplicadas, y siguen siendo duplicadas en los ciclos
siguientes. (Lodish et al., 2000). La cantidad de producto no es infinita,
debido a la “rehibridizacion” de las cadenas complementarias del
producto de la PCR cuando este esta en cantidades abundantes, este es
el Efecto Cot. (Mathieu-Daude, 1996) Después de 30 ciclos se esperan
de 109 a 107 cadenas aisladas de ADN amplificadas a partir de cada
cadena genomica presente inicialmente en la reaccion (McPherson et al.,

1995) (Fig. 1).
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Figura 1. Aislamiento y amplificacion por PCR de un fragmento de ADN
deseado (Tomado de: Lodish et al., 2000)



Las variables que se que se toman en cuenta para un proceso de
optimizacion de iniciadores son la temperatura y la concentracion de

Clururo de Magnesio (MgClz).

La primera variable de importancia en optimizacién de PCR es el
control de temperatura para el plegamiento de los iniciadores. Una
temperatura muy alta no permitira que este proceso se lleve adelante.
Por otro lado una temperatura muy baja hara que los iniciadores se
hibriden con el ADN molde en una manera no especifica. Con el fin de
incrementar la especificidad del PCR se utiliza una estrategia conocida
como “touch down”. En el touch down se inicia la hibridacion de
iniciadores a una temperatura alta donde el molde de ADN correcto
tendra la preferencia en ser amplificado (a mayor temperatura el
plegado es mas especifico) e ir bajando la temperatura con los ciclos
sucesivos para favorecer la amplificacion de las cadenas inicialmente
amplificadas. Esta preferencia ocurre en los primeros ciclos a altas
temperaturas, aumentando los moldes de ADN especificos amplificados
(McPherson, 1995). Un protocolo de touch down requiere por ejemplo
iniciar el PCR con una temperatura de 65°C que ira disminuyendo
hasta llegar a 55°C (TD 55) cubriendo 11 ciclos, para continuar con 20

ciclos con temperatura de plegado de 55°C.

La segunda variable, El magnesio (Mg'?), es esencial para la
actividad de la enzima, tiene influencia sobre la desnaturalizacion del

ADN y compacta los dNTPs. Un exceso de Mg'? puede producir un



exceso de producto no especifico. La falta de Mg puede reducir la
cantidad de producto amplificado en cantidades limitantes (Newton,

1995).

Los productos de la PCR son analizados mediante electroforesis,
técnica por la cual mezclas complejas de moléculas como proteinas,
ADN o ARN se separan en un campo eléctrico de acuerdo al tamano y a
su carga eléctrica. La electricidad empuja las moléculas a través de los
poros de un gel, que es una sustancia firme como la gelatina
(poliacrilamida en el caso de los microsatélites). Las moléculas mas

pequenas migran mas rapido que las mas grandes (Castilla, 2004).

2.2 MARCADORES MOLECULARES

El avance de la Biologia Molecular ha permitido el desarrollo de
técnicas que pueden dar informacioén sobre niveles de parentesco entre
individuos. Actualmente puede utilizar marcadores genéticos para el
estudio de los perfiles genéticos de reproductores, identificacion de

poblaciones y analisis de la diversidad genética. (Garcia D. et al., 1996).

Los marcadores genéticos pueden ser caracteres fenotipicos,
proteinas o fragmentos de ADN que son heredados de padres a hijos y
que pueden ser utilizados como codigos de identificaciéon. Un marcador
es monomorfico si todos los individuos evaluados presentan el mismo
fenotipo/genotipo. En cambio, cuando el marcador presenta diferentes
formas -diferentes alelos- tenemos un marcador polimoérfico. Los

marcadores fenotipicos y proteinas presentan baja variacion por lo cual
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su utilidad en analisis genético es limitada. En cambio, los marcadores
moleculares basados en ADN presentan un rango ilimitado de variacion

en cuanto a numero y polimorfismo.

En Biologia Molecular hay algunos tipos de marcadores genéticos.
Inicialmente estos se basaron en el polimorfismo de las proteinas.
Actualmente, hay una amplia gama de marcadores moleculares
basados en ADN (Davis y Hetzel, 2000). Estos marcadores son
disenados para detectar diferencias en la secuencia de ADN entre
cromosomas o locus (Davis y Hetzel, 2000; Crawford et al., 1991). Esta
variacion puede ser usada para estudiar la herencia de un determinado
locus y de la region adyacente. Los marcadores altamente variables son
los mas utiles ya que la mayoria de individuos presentan alelos
diferentes (Heterocigicidad) y el locus podria ser estudiado en la

mayoria de pedigries (Crawford et al., 1991).

La seleccion de una técnica molecular para generar marcadores
depende del objetivo especifico del estudio, el poder analitico del
meétodo, los requerimientos de conocimiento, tiempo, costo y facilidades
para hacerlo (Ranamukhaarachchi et al., 2000). Un criterio para
caracterizar los marcadores genéticos es el tipo de herencia que

expresa: Marcador Dominante o Marcador Codominante.

En los marcadores dominantes no se pueden distinguir los dos
alelos de un individuo. Estos marcadores dan como resultado multiples

bandas (multilocus) (Fig. 2). Los heterocigotos de los genotipos
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dominante/recesivo no son distinguibles de los genotipos homocigotos
dominantes, ambos presentaran una banda en el gel, asi el homocigoto

recesivo no presenta banda (Gillet, 1999).

Los marcadores dominantes son faciles de implementar y de bajo
costo porque no requieren de informacion previa sobre el genomio; pero
el inconveniente es, que los fragmentos amplificados no suelen
corresponder a ADN ligado a algiin caracter y son menos eficientes para
pruebas de parentesco que los marcadores codominantes (Gerber et al.,

2000).

Los marcadores codominantes (como los Microsatélites) permiten
distinguir los dos alelos en un locus (Fig. 2); los heterocigotos y
homocigotos son reconocidos como tal (Gillet, 1999); esta caracteristica
permite el estudio de la segregacion al azar (segregacion mendeliana) de

los alelos.

Los marcadores dominantes requieren de informacion de
secuencias de ADN por lo que su desarrollo es mas costoso; pero estos
marcadores son altamente polimorficos y pueden ser utilizados en una
amplia gama de aplicaciones genéticas con resultados superiores que
los marcadores dominantes (Li et al.,, 2003; Bennewitz et al., 2002). La
determinacion de parentesco utilizando marcadores microsatélites es
mas sencilla y confiable que la utilizacion de marcadores dominantes

(O'Reilly et al., 1998).
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Figura 2. Diferencia visual entre marcadores dominantes y marcadores

codominantes (microsatélites)
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2.3 MARCADORES MICROSATELITES O SSRs (Short Sequence

Repeats)

Los microsatélites o SSRs son marcadores codominantes,
formados de secuencias de bases nucleicas que se presentan de forma
repetitiva en el genoma (Fig. 3). Estos marcadores pueden estar
ubicados en zonas codificantes (genes) o en areas no codificantes en las
cuales no tienen funcion conocida. Las repeticiones secuenciales se

clasifican en tres divisiones: Satélites, Minisatélites y Microsatélites.

Los Satélites, cuyas repeticiones pueden extenderse hasta cinco
millones de bases, estan asociados generalmente a centrémeros de los
cromosomas. Estas secuencias han sido utiles para utilizarlos como
marcadores anclados a centromeros. Los Minisatélites, se presentan en
cientos o miles de loci en el genoma, las secuencias son mayores de diez
pares de bases y tienen una extension de 500 a 30 mil pares de bases.
Los Microsatélites son sumamente abundantes, sus repeticiones van de
dos a seis pares de bases, su extension comprende de 20 a 100 pares

de bases (Goldstein y Schlétterer, 1999).

En el caso de los microsatélites las repeticiones pueden ser
dinuceotidas (ej. AT), trinucledtidas (ej. ATC), tetranucledtidas (ej.

ATGC), pentanucledtiodas (CTTAT), etc. (Glick. y Pasternak, 1998).

Un ejemplo la secuencia del microsatélite (CA)11 en el cual las

repeticiones CA se presenta 11 veces es:

...GACTTAGGCACTCACACACACACACACACACACACCTTATACGCGA...
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CROMOSOMA

FIBRA DE CROMOSOMA

DNA DE DOBLE
HELICE

TAAGCCCATGCATGOAGE TTATTATTATTA TTATTATTATTA CCGATAGCACGATAGCG
ATTCGGGTACGTACGTCG AATAATAATAAT AATAATAATAAT GGCTATCGTGCTATIGT

\ JN FAS J
Y b £ h 4

Zona de Microsatélite Zona de
Plegado Secuencia (TTA); Plegado

Figura 3. Anatomia de un microsatélite (Tomado de:

www.asicoaquaticmarkers.com/AnatomyofaMicrosatellite.htm)
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Si el nimero de las repeticiones es variable entre los alelos de
diferentes individuos, permite a este locus funcionar como marcador
polimérfico. Cuando una muestra amplificada pasada por electroforesis
presenta una sola banda, entendemos que ese individuo tiene dos
copias del mismo alelo y es tomado como homocigoto. Por otro lado, si
en el gel se visualizan de la muestra dos bandas, el individuo es
heterocigoto por la presencia de dos alelos distintos en su genomio. La
comparacion entre distancias de migracion de las bandas presentes en
un grupo de muestras permite determinar cuales individuos presentan
los mismos alelos y cuales no (Glick y Pasternak 1998). Este es el
principio por el que se pueden diferenciar similitudes y diferencias entre

individuos (Fig. 4).

Los SSRs son una técnica moderna de marcacién genética que se
puede utilizar de manera exitosa en el estudio de variacion genética,
incluidos grupos cercanamente relacionados (por ejemplo los hermanos
de wuna misma familia) o poblaciones silvestres (genética de
poblaciones). La ventaja de los microsatélites sobre otras técnicas
moleculares de marcaje es que presentan alta variabilidad con la
presencia de mas de un alelo para un locus dado (polimérficos) y estan
distribuidos a lo largo de todo el genoma, de tal forma que pueden ser

desarrollados para cualquier objetivo genético (Xu et al., 2001).



16

AMPLIFICACION DE UN MICROSATELITE

Primer 1 Microsatélite
> (CA)10

TGAGTTTCAATGCTTCGTCTTCAACGATACTGACGACACACACACACACACACACAGTTACCAGTTACGACAATGTGACCGTAACATAACGGTAA
ACTCAAAGTTACGAAGCAGAAGTTGCTATGACGGCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAATGGTCAATGCTGTTACACTGGCATTGTATTGCCATT

<

1 ) Primer 2

94°C
PCR
55°C
0

72°C Separacion de marcadores

en el gel de poliacrilamida

Longitudes distintas de alelos (casos hipotéticos) _\—I_‘—I_\—I_‘—I_
(CA) 12 MIGRACION —

TCAATGCTTCGTCTTCAACGATACTGACGACACACACACACACACACACACACAGTTACCAGTTACGACAATGTGACCGTAACAT
AGTTACGAAGCAGAAGTTGCTATGACT! GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGICAATGGTCAATGCTGTTACACTGGCATTGTA \

(CA) [~

TCAATGCTTCGTCTTCAACGATACTGACGACACACACACACACACACACACAGTTACCAGTTACGACAATGTGACCGTAACAT
AGTTACGAAGCAGAAGTTGCTATGACT! GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAATGGTCAATGCTGTTACACTGGCATTGTA ~—

(CA) 10

TCAATGCTTCGTCTTCAACGATACTGACGACACACACACACACACACACAGTTACCAGTTACGACAATGTGACCGTAACAT v
AGTTACGAAGCAGAAGTTGCTATGACTGCIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAATGGTCAATGCTGTTACACTGGCATTGTA

(CA) s =

TCAATGCTTCGTCTTCAACGATACTGACGACACACACACACACACACAGTTACCAGTTACGACAATGTGACCGTAACAT /
AGTTACGAAGCAGAAGTTGCTATGACTGCIGTGTGTGTGTGTGTGTGT TGGTCAATGCTGTTACACTGGCATTGTA +

Figura 4. Lectura de los microsatélites (Tomado de: www.fao.org/ag/AGa/AGAP/FRG/FEEDback/War/t1300b/t1300b0a.gif)
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Las diferencias de longitud entre microsatélites de un mismo
locus se deben a las mutaciones que se realizan durante la
recombinacién que ocurre durante la meiosis (Crossing-over). Esto se
da especialmente cuando las repeticiones del microsatélite son
extensas. Cuando la secuencia no es reconocida correctamente entre
las dos cromatidas de los cromosomas homologos, entonces puede
producir un alineamiento incorrecto generandose nuevos alelos por la
adicion o eliminacion de repeticiones. La frecuencia de mutacion en
microsatélites es de 109 y 10-10 (Goldstein y Schlétterer, 1999). En este
trabajo no se tomo6 en cuenta la frecuencia de mutacién; si el animal
presentd un perfil distinto al de la familia, era tomado como
introducido. Los microsatélites son amplificados por la técnica de PCR
que requiere cantidades minimas de muestra de tejido por lo que no es

necesario sacrificar al individuo a evaluarse.

2.4 ESTUDIOS HECHOS CON MICROSATELITES EN PENEIDOS

2.4.1 Optimizacion de Microsatélites

Se han publicado algunos trabajos acerca del aislamiento y
optimizacion de microsatélites en camarén. En Penaeus monodon, siete
microstélites aislados mostraron una heterocigocidad del 16 al 89%.
Esos microsatélites no amplificaron en otras especies de Peneidos,
demostrado la baja relacion de parentesco entre ellos (Pongsomboom. et
al., 1997). En el camarén blanco Litopenaeus shmitti se optimizaron dos

microsatélites, que han sido probados en una poblacion de 901
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individuos, reconociendo tres alelos para el ler microsatélite y ocho
alelos para el 2do microsatélite. (Espinosa et al., 2001). Cinco
microsatélites polimorficos han sido caracterizados para L. vannamei.
Dos de esos microsatélites fueron altamente polimérficos por lo que
pueden servir para los programas de crianza mientras los otros tres
podrian servir para el estudio de genética de poblaciones (Cruz et al,
2002). Los cinco microsatélites han sido evaluados en este proyecto,
encontrandose el problema de que son poco reproducibles bajo nuestras

condiciones.

Xu et al. (1999) reporta el aislamiento de microsatélites con
repeticiones Pentanucleétidas en la misma especie. La ventaja de
trabajar con microsatélites con repeticiones grandes (trinucleotidos,
tetranucleotidos o mas) es para evitar la amplificacion de fragmentos de
banda repetitivas o “sombras” de un alelo, presentes generalmente en
las  amplificaciones de los microsatélites con repeticiones
mononucleotidos y dinucleotidos. Las bandas repetitivas se deben a un
error de amplificacion de la polimerasa, produciendo una serie de
bandas de menor longitud, que son el resultado de la no amplificacion

de la ultima repeticion de la cadena molde (van Houten et al., 2000).

2.4.2 Trabajos de Parentesco en Otros Organismos Acuicolas

En crianza de truchas (Oncorhynchus mykiss) se implemento la
utilizacion de microsatélites para el mejoramiento genético y evitar

cruzamientos consanguineos, ya que este método ahorra tiempo y
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espacio. Sin la necesidad de marcaje fisico no es necesaria la utilizacion
de tanques ni equipos adicionales para mantener familias separadas en
caso de seleccion y no se altera la rutina de trabajo en una finca de
produccion. Con los microsatélites es posible tener familias mezcladas.
100 familias entremezcladas fueron identificadas y separadas por medio
de la técnica de microsatélites. Con la técnica de los microsatélites fue
posible identificar individuos de diferentes familias a partir del
conocimiento de las caracteristicas genéticas de los padres (Herbinger et

al., 1995).

Con el uso de ocho microsatélites se ha logrado determinar el
parentesco que existe entre salmones procedentes de familias en
cautiverio. Este método demostré que con la técnica de microsatélites
no se necesita la separacion fisica ni el marcaje individual para

identificar los individuos en esa especie (Norris et al., 1999).

Con la utilizacion de 6 microsatélites se logréo identificar
claramente 4 familias de Abalén. En la citada poblacién se cont6 con la
informacion del genotipo de los padres de cada familia. Se llevaron a
cabo cruces dirigidos para asegurar que la descendencia posea los
mismos alelos de los padres. Este estudio demostré que la técnica de
microsatélites sirve para discriminar los abalones emparentados con los
abalones que no tienen relacion genética sin la necesidad de tener

informacion de pedigri (Li et al., 2003).
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2.4.3 Trabajos de Identificacion en Camarones

En Filipinas se evaluaron poblaciones naturales y cultivadas del
camaron Tigre (Penaeus monodon) con seis microsatélites. Todos los
microsatélites mostraron polimorfismo, generando 184 alelos diferentes.
Se encontraron diferencias genética significativas entre cuatro
poblaciones de camarones silvestres y se determiné una correlacion
débil, sin significacion estadistica, entre la deforestacion de bosques de
mangle con el nivel de polimorfismo del camaron. Adicionalmente, se
encontraron diferencias genéticas entre las poblaciones silvestres y las

poblaciones cultivadas evaluadas. (Xu et al.,, 2001).

Un total de 312 camarones L. vannamei fueron obtenidos de la
poblacion 1 de Sinaloa (México), poblacion 2 de Ecuador, poblacion 3
(hibrido entre la poblaciénl y poblacion2) y la poblacion 4 de Oxaca
(México). La finalidad de ese proyecto fue el demostrar la utilidad de los
marcadores genéticos como una herramienta para los programas de
seleccion de reproductores. El microsatélite M1 se utiliz6 para
determinar la herencia alélica con 14 familias de dos poblaciones. Todos
los descendientes demostraron por medio de marcadores, ser hijos de
sus presuntos padres. Todas las familias demostraron herencia
mendeliana. Un total de 47 alelos diferentes fueron encontrados en el
locus M1. El numero de diferentes alelos para cada poblacion
promediaba de 4 para la poblacion 2 y de 23 para la poblacion 4. Se
observd que el porcentaje de heterocigotos iba del 45% al 100%.

Hubieron 23 marcadores especificos para las poblaciones, 2 de los
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cuales se observaron en cada familia de la poblacion 1. Este trabajo
demostré que los marcadores microsatélites son utiles para generar
informacion genética en grupos de reproductores, antes de ser

incorporados en programas de reproduccion (Wolfus et al. 1996).

Sugaya et al. (2002) estudiaron la herencia alélica de cinco
microsatélies en Penaeus japonicus utilizando la descendencia de siete
hembras fecundadas con machos desconocidos. La progenie presento
perfiles genéticos que correspondian perfectamente en los casos de
segregacion mendeliana. En tres de los cinco microsatélites se
determiné la presencia de “alelos nulos” en ciertas familias, los cuales

se asume que estaban presentes pero no amplificaron.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO DE INICIADORES

Se disenaron los iniciadores partiendo de Las secuencias de
nucleétidos previamente publicadas por el banco de bases nucleicas

del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) Para la busqueda de repeticiones

tipo microsatélite se utilizo el programa Fast PCR
(http:/ /www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/oligos.htm). El disefio
de iniciadores se realizé con el programa GenFisher. Junto con los
iniciadores obtenidos, también se analizé las muestras con cinco pares
de iniciadores que amplifican microsatélites que fueron publicados por
Cruz et al. (2002). Los iniciadores fueron sintetizados por el Laboratorio

de Biotecnologia de la Universidad de British Columbia en Canada.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 Obtencion de Muestras

Se hizo un muestreo de 32 familias que fueron parte de Promogen
S.A., un programa de mejoramiento genético en L. vannamei. Esta
empresa obtuvo familias seleccionadas a partir de 3 ciclos de seleccion,
donde los reproductores inicialmente fueron de origen ecuatoriano y
panameno. Se obtuvo de forma aleatoria 15 camarones por familia. No
se tomo en cuenta la longitud ni el peso de los animales. Cada familia

se mantenia aislada en tanques de una tonelada. De acuerdo a los
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protocolos de manejo del programa de mejoramiento, todos los animales

ubicados en un tanque eran producto del desove de una sola hembra.

3.2.2 Extraccion de ADN de las Muestras

Con la finalidad de probar el grado de amplificaciéon de los
iniciadores disenados y la presencia de polimorfismo se realizaron
extracciones de ADN con la técnica de CTAB (anexo II, Pg. 176) de S
muestras de camarones que no entraron en el estudio de familias. La
concentracion de ADN fue estandarizada en 40 ng/ul (concentracion
medida por espectrofotometro). Las diluciones se hicieron con agua

desionisada, pasada por MiliQ. La dilucién se conservo a —20° C.

Los iniciadores que dieron los mejores resultados en cuanto a
consistencia de amplificacion fueron probados con muestras extraidas
con método CHELEX® 100 Resin (anexo II, Pg. 176) para escoger los de
mejor amplificacion con este método de extraccion rapida. Esta técnica

de extraccion se utilizé con las muestras de familias del estudio.

Para la toma de muestra de familias se extirpé una branquia a
cada uno de los 480 animales (32 Familias X 15 animales) de las
familias evaluadas. ADN fue extraido mediante el método de CHELEX.

Este método de extraccion tiene la ventaja de ser rapido y sencillo.

3.3 AMPLIFICACION (PCR)

3.3.1 Parametros Variantes

Los parametros que variaron en las pruebas de amplificacion

(PCR) fueron: la concentracion de cloruro de magnesio (MgCly) y la
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temperatura. Se aplico un factorial de optimizacion, es decir, que cada

concentracion de MgCl, se evaluo a diferentes temperaturas.
Concentraciones de MgCl, de 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5 milimolar (mM).

la temperatura aplicada en forma de “Touch Down” (TD) de 42,

45, 48, 51, 54, 57 y 60 grados centigrados.

Los parametros de reaccion de PCR fueron los descritos en la

tabla 1.

Los termocicladores utilizados para amplificacion fueron Un
ERICOMP (DeltaCycler I'™ system), un TECHNE (Genius FGENO2TP) y

un MJ RESEARCH (PTC 200 ADN Engine).

Los iniciadores fueron nominados segun su entrada de prueba.
Los iniciadores escogidos fueron los que amplificaron bandas
claramente definidas y polimorfismo con un maximo de dos alelos

(provenientes de los padres).
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Tabla 1. Concentraciones y cantidades utilizadas de los reactivos

para PCR (Protocolo optimizado en CENAIM)

. Concentracion Concentracion Volumen Por
Reactivo

Inicial Final Muestra
Agua 6.18 nl
PCR-Tampén 10X 1X 0.80 ul
MgCl, 25 uM 1.0 a 2.5 uM variable
dNTPs 10 uM 0.25 uM 0.16 pul
iniciador-F 40 uM 0.4 uM 0.08 Wl
iniciador-R 40 uM 0.4 uM 0.08 nl
TAQ SU/ul 1U0/ul 0.06 nl
Muestra 1.00 pl
TOTAL oul

3.3.2 Gel de Poliacrilamida

La separacion de las bandas de ADN se realizo en geles de
Poliacrilamida al 6%. El gel debe estar inmerso en solucion TBE en la
parte superior de las camaras verticales con una concentracion de 0.5X
y en la parte inferior con una concentracion de 1X. Antes de la cargada
de la muestra en el gel se realiz6 un pre-corrido (aplicacion de voltaje)
de 200 Voltios por 15 minutos. Las camaras verticales utilizadas
fueron: GIBCO BRL sequencing system S2 (Life technologies™) OWL
separation systems, INC (Aluminum Backed sequencing system S3S) y
Sequi-Gen® GT Nucleic Acid Sequencing Cell (BIORAD). La carga
eléctrica para electroforesis fue generada mediante una fuente de poder

automatica, la POWER PAC 3000 (BIORAD).
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El producto de PCR fue mezclado con 2 ul de tampon de carga
para que adquiera densidad e indique el nivel de migracion de las
bandas de ADN. Se colocaron 3 ul de la mezcla del producto de PCR con
el tampon de carga en cada una de las celdas del gel. Con el fin de
determinar el tamano de las muestras se utilizaron marcadores de
tamano de 25bp y de 10bp (PROMEGA) cada cinco espacios. Se utilizo

1 pul de marcador molecular.

La migracion de las bandas por electroforesis se realizéo durante 5
horas a 500 voltios. El nivel de migracion de los marcadores fue
determinado mediante la distancia de migracion de las bandas visibles
del tampon de Carga. La preparacion del tampoén de carga, el gel de

poliacrilamida y la solucion TBE se encuentran explicados en el anexo II

3.3.3 Tincion de Geles

Para la visualizacion de las bandas de ADN y los marcadores de
talla se utilizo el protocolo de tincion de plata (Dinesh et al, 19995)

(anexo 1I, Pg. 176).

3.4 DOCUMENTACION DE RESULTADOS

Para documentacion de los resultados de los geles se utilizo la
camara de fotos digital Kodak DC 120 y el programa de analisis EDAS
de Kodak. El analisis del tamano de las bandas corridas por

electroforesis se llevo a cabo con el Programa GeneProfiler.
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3.5 CALCULO DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Se calcul6 como indice de la variabilidad genética la
hetericigocidad observada (Ho) y heterocigocidad esperada (He). Los
resultados de He y Ho fueron comparados con los resultados obtenidos
por Casalla (2003). Ese autor trabajo con los mismos 7 microsatélites,

aplicados en camarones silvestres de las costas de Ecuador.

3.5.1 Heterocigocidad Observada

Heterocigocidad observada (Ho) es el promedio de los individuos

heterocigotos en la poblaciéon. Su calculo es dado por:

H
HO =
NI
Donde:
Ho = Homocigocidad observada

H = Numero de individuos Heterocigotos

Ni = Numero de individuos

3.5.2 Heterocigocidad Esperada

Heterocigocidad esperada (He) es la frecuencia de individuos que

se espera que sean heterocigotos, Su calculo es dado por:

He=1-> pi*
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Donde:
He = Heterocigocidad Esperada

Pi = Frecuencia individual de cada alelo

3.6 ANALISIS DE RELACION

Los resultados de los genotipos obtenidos en los geles fueron
importados a una hoja del programa de Microsoft EXEL, programa en

el cual se realizo La prueba de Ji cuadrado (y2).

De igual forma los resultados importados a Excel fueron
modificados a los formatos para los programas de Kinship 1.2 para
Macintosh y TFPGA version 1.3 para PC. Los analisis se describen a

continuacion.

3.6.1 Analisis de Ji Cuadrado (y2?)

Para determinar la utilidad de la técnica de SSR para los analisis
genéticos como el de parentaje (el caso de este estudio) es necesario
conocer que el genotipo de cada individuo de un grupo (o familia) se
encuentre en un caso de segregacion al azar (Li et al., 2003). La prueba
y? es utilizada para determinar la probabilidad de que los casos
observados pertenezcan a un caso hipotético especifico (Griffths et al.,
1997). En nuestro proyecto cuando la probabilidad fue igual o mayor a
0.05 la hipotesis nula (segregacion mendeliana en el modelo adecuado)
fue aceptada, y cuando la probabilidad fue menor de 0.05 la hipétesis

fue rechazada. Se esperé obtener uno de los 7 casos de segregacion
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conocidos por cada locus y por familia (Tabla 2). Para una mejor
comprension del mecanismo de segregacion, se anadié un ejemplo
hipotético de distribucién de alelos al azar con un cuadro de Punnet,

con la segregacion 1:2:1 (Fig. 5).

Parentales

Homocigotos

Heterocigotos

P=1,00

H
H
|Z|H

P=0,25 P=0,25

hV)

P=0,25 P=0,25

Figura 5. Ejemplo de distribucion de alelos al azar tipo 1:2:1



Tabla 2. Tipos de segregacion esperados en el analisis con

ejemplos hipotéticos del mecanismo de segregacion

TIPO DE ALELOS DEL ALELOS DEL PROBABILIDADES DE GENERACION
SEGREGACION PARENTAL 1 PARENTAL 2 0,25 0,25 0,25 0,25
CASO 1* pop [ o Y s e [ o S o |
(Presencia de homocigoto)
CASO 1 T (I (I (I ([
(Heterocigoto) |:|:| |:| |:| |:| |:|
1-1* 1 (| (I
(I I (| N Y I I
1 (| (.
11 T = = = =
[ (| (|
1:2:1 - - - = =
(I — (. [ [ I
1 1 (. (I (|
1:1:1:1* o | m
(I (. (|
(- (| (.
1:1:1:1 = = =
(- (| (|
/. (. =
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3.6.2 Analisis de Lineaje de Familias

Para el analisis de lineaje de familias se utiliz6 el programa
Kinship 1.2. Este software no requiere del genotipo de los padres por lo
cual puede ser aplicado para datos generados a partir de material
comercial. El calculo de lineaje se basa en la probabilidad de obtener
una relacién hipotetizada (en nuestro caso hermanos completos). Al
comparar dos individuos se determina la posibilidad de que compartan
un alelo idéntico por descendencia tanto de la madre como del padre.
Esa probabilidad, definida como Rm y Rp, corresponde a valores de 0,5
para la hipétesis hermanos completos. Adicionalmente la frecuencia de
los diferentes alelos por locus se calcula en base a toda la poblacién
analizada, dando los valores Px y Py. La probabilidad de obtener dos
individuos haploides con alelos similares segin el lineaje especificado
(padre-hijo, madre-hijo, hermanos completos, medios hermanos,

primos, no relacionados) esta dada por la formula:
Px(R+ (1- R)Px)

En cambio, en el caso de que los dos alelos sean diferentes en el

par de individuos haploides, la probabilidad del evento esta dado por:
Px(1- R)Py

Donde: Px = Frecuencia del alelo x en una poblacion; Py = Frecuencia
del alelo y en una poblacion; R = Probabilidad de poseer el

mismo alelo
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Este analisis se extiende para el caso de individuos diploides y
para cada uno de los locus evaluados. La probabilidad total para ambos
tipos de eventos es el producto de cada probabilidad obtenida por locus

individual.

El uso de probabilidades simples para la comparacion de ambos
genotipos no tiene significado real ya que va disminuyendo mientras
mas informacién (mas loci) se anade en el analisis. Por esta razon, se
utiliza el ratio de dos probabilidades correspondientes a individuos
relacionados versus no relacionados (hipotesis nula —relacion de lineaje
propuesta- versus hipotesis alternativa —individuos no relacionados
segun el lineaje propuesto-). La significacion estadistica de ese ratio se
evalua empiricamente mediante la comparacion del ratio contra una
distribucién generada mediante una rutina de simulacién basada en los
datos de frecuencia alélica de toda la poblacion. Kinship reporta los
resultados de este analisis mediante banderas de significacion para la

hipétesis nula evaluada.

3.6.3 Analisis Custer (Agrupamientos)

El programa TFPGA se utilizé para la elaboracion del Dendograma
realizado con el método de emparejamientos inesperados utilizando
promedios aritméticos (UPGMA) (Sugaya et al. 2001). Los datos de la
matriz se obtuvieron mediante la férmula de distancias genéticas de Nei
(1978). Un cluster o agrupamiento es un grupo de uno o mas objetos

que son similares o tienen algo de similaridad siendo tolerantes para
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algunas diferencias (Romesburg, 1984). En el caso de este estudio, con
el método Cluster UPGMA se agruparon primero los individuos que
tuvieron mayor similaridad genética, y después los grupos que

presentaron menor similaridad genética.
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4 RESULTADOS

4.1 AMPLIFICACION OPTIMIZADA DE MICROSATELITES

Se disenaron 131 pares de iniciadores donde algunos pares
amplificaban al mismo microsatélite; el detalle de los iniciadores y los
microsatélites que amplifican se encuentra en el anexo I (Pg. 164).
Durante la evaluaciéon se pudo reconocer 7 pares de iniciadores
amplificables con extracciones de Chelex, que no presentaban bandas
multiples y cuyos microsatélites fueron polimorficos; estos fueron

utilizados para el analisis de las 32 familias (Tabla 3).

Los 5 pares de iniciadores publicados por Cruz et al. (2004)
dieron resultados poco satisfactorios para nuestros objetivos, debido
que los marcadores no eran amplificables con extracciones de Chelex
(extracciones sin purificacion), ademas se noté poco polimoérfismo con 3
de sus iniciadores (Pvan0013, Pvan0040 y Pvan1003) y por otro lado un
polimorfismo notable con los otros 2 iniciadores (Pvanl758 vy
Pvan1815), donde el locus Pvanl815 presenté cualitativamente un

mayor numero de alelos (Fig. 6).



Tabla 3. Secuencia de los

iniciadores,

secuencia de los microsatélites,
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temperatura de plegado,

Concentracion de Cloruro de Magnesio, longitud esperada, tipo de repeticion y Numero de

acceso al NCBI de los 7 microsatélites escogidos

Secuencia del

Longitud

. o ) ey T° [MgCly] Tipo de Acceso al
Locus Secuencia de los iniciadores M1crosat§hte que (TD) (Mm) Esperada Repeticion NCBI
amplifica (pb)
F: TGCTTGTGAAGGTGTGTGAACGTG . s
CN-54 L o ATGOGTATGCACACATIGOTG (GT)s...(GT)s 43 1,0 143 Dinucleétido  AF360040
(TC)7...(CTTTCT),
C(T)sC(T)3AT
F: GAAGAGGCAGGGCGGATTT . .
CN-67 R: GGAAGGGTGGGAACAAGG (CT)10...(CT)4TT S1 2,0 267 Dinucleétido AF360007
(CT)CG(CT)
CC(CT)s
F: GGGTTATGATGACCAAAG . .
CN-84 R: ATTGGGTCTCGGAGTTTA (GA)2AA(GA)9 359 2,0 267 Dinucleétido AF360114
(TACG)s...(GT).AT
(GT)(AT)2(GT)2AT
(GT)2...(AC)3AT
) F: ATAATGCGAGCGTGAG (AC)...(AC)sAT . »
CN-135 R: ATTCCTTAGCGAACCA (AC)3AT(AC)s...(AC)3 43 2,0 243 Dinucleétido AF359979
AT(AC)s...(AC)sAT
(AC)sAT(AC)s...
(CCATTG)3
F: TGCTACGCCGACAATG . .
CN-142 R: GAAGGTGCTTGCGACA (TC)7 43 2,0 201 Dinucleétido AF360029
F: CATCATCGCTAAAATT . s
CN-148 R: CCTTCTGTTGTGGGTAT (CT)11 43 2,0 219 Dinucleétido AF360051
(TG)4CG(TG)a...
F: AAGAACGAAGTGGAGGAG . s AF360109
CN-159 R: AAGCACCCAGTGTAGCC (TG)s...(CT)sCC 47 2,0 181 Dinucleétido

(CT)s...(CT)11
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Figura 6. Amplificacion con el iniciador desarrollado por Cruz et al,
Pvan1815, con extracciones de Chelex de 20 individuos de 4
familias (F1, F2, F3 y F4). Notese los espacios vacios de
individuos que no amplificaron. La flecha indica la posicion

de los marcadores de longitud

4.2 PRESENCIA DE ALELOS NULOS

Se comproboé la existencia de alelos nulos. Estos alelos no han
podido ser amplificados durante el proceso de la PCR pero estan
presentes en el genomio del camaron. Este hecho se demuestra
amplificando el mismo locus (microsatélite) de las muestras en estudio
con dos pares distintos de iniciadores. La presencia de alelos nulos se
determindé en reacciones de PCR separados utilizando los iniciadores
(CN-46 y CN-67). Asi, se comprobé utilizando el par de iniciadores CN-
46 que gran parte de las familias presentaron casos de alelos nulos,
razé6n por la que se opté por descartar este par de iniciadores del

estudio (Fig. 7).
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Figura 7. Comparacion de amplificaciéon de un mismo locus pero con

iniciadores distintos

(CN-67 y CN-46) comprobando la

presencia de alelos nulos, cuyo espacio es mostrado con la

flecha larga
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4.3 HETEROCIGOCIDAD Y FRECUENCIA DE ALELOS

Hubo diferencias entre los resultados de heterocigocidad esperada
(He) y heterocigocidad observada (Ho) para cada locus microsatélite
después de haber analizado las 32 familias. Asi, se demostré que en
cinco loci la heterocigocidad esperada era mayor que heterocigocidad
observada (CN-84: 0,89 Vs 0,47; CN-35: 0,16 Vs 0,12; CN-142: 0,84 Vs
0,65; CN-148: 0,70 Vs 0,32 y CN-159: 0,91 Vs 0,30) a diferencia de los
loci CN-54 y CN-67 donde la heterocigocidad esperada fue menor a la
heterocigocidad observada (0,18 Vs 047 y 0,70 Vs 0,71

respectivamente) (Tabla 4).

Se compararon los resultados de la heterocigocidad obtenida en
este proyecto con la heterocigocidad obtenida por Casalla (2003) en
animales sivestres. El promedio de la heterocigocidad observada fue
mayor para los animales silvestres (Familias: 0,43 Vs Silvestres: 0,57).
En la tabla 5 se encuentran dispuestos en orden homoélogo los alelos
obtenidos por el proyecto de identificacion familiar y por Casalla (2003)
en animales silvestres, donde se puede apreciar la existencia de alelos
en los loci CN-54 y CN-84 que si estuvieron presentes en las familias
en estudio, pero no estuvieron presentes en el estudio de camarones

silvestres de las costas ecuatorianas.

En la figura 8, se presenta los histogramas de frecuencia para los

alelos detectados de todos 7 loci estudiados en este proyecto. Los loci
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que presentaron mayor polimorfismo correspondieron a los loci CN-67,

CN-84, CN-54 y CN-142.

Con estos resultados podremos notar que el locus CN-67 es
excepcionalmente informativo, en las familias estudiadas en conjunto el
71% de los individuos son heterocigotos (Ho) y se encontraron 21 alelos;
en las poblaciones silvestres la Ho fue de 70% pero se encontraron 41

alelos.
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Tabla 4. Comparaciéon de N. de Alelos, Rango de Tamafo, heterocigocidad esperada (He) y heterocigocidad
observada (Ho) entre los resultados obtenidos con la identificacion familiar y los resultados

obtenidos con muestras silvestres (Casalla, 2003)

Proyecto de Familias Silvestres

Loci N. Alelos Rango (pb) He? Ho N. Alelos Rango (pb) He Ho
CN-54 17 127 - 187 0,18 0,47 12 126 - 148 0,55 0,36
CN-67 21 213 -305 0,70 0,71 41 230-310 0,91 0,70
CN-84 19 243 - 323 0,89 0,47 20 294 - 332 0,48 0,86
CN-135 4 233 -263 0,16 0,12 20 232 - 270 0,80 0,81
CN-142 17 295 -229 0,84 0,65 19 196 — 232 0,78 0,61
CN-148 6 211 -221 0,70 0,32 11 204 - 224 0,80 0,31
CN-159 14 269 - 195 0,91 0,30 20 148 - 194 0,85 0,31
Promedio 14 0,63 0,43 20,42 0,74 0,57

a En el estudio de este trabajo, los resultados de la heterocigocidad ajustada para poblaciones pequefias (para un total de 480 individuos)

dieron valores iguales con dos decimales a la heterocigocidad Esperada (He), donde: He ajustada = 1-Xpi?[2N/(2N-1)]



Tabla 5. Alelos obtenidos por el proyecto de identificacion

familiar y con muestras silvestres (Casalla, 2003)

dispuestos en forma homoéloga
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CN-54
Familiar 127 129 133 135 141 143 145 147
Silvestre 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148
Familiar 153 157 159 163 167 169 171 185 187
Silvestre

CN-67
Familiar 231 233 235 237 239 241 245 247 249 251 253
Silvestre 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252
Familiar 255 259 261 267 269 275
Silvestre 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276
Familiar 279 285 299
Silvestre 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300
Familiar 305
Silvestre 302 304 306 308 310

CN-84
Familiar 243 245 257 279 281 283 285 287 289 291 295 297
Silvestre 294 296
Familiar 299 301 313 315
Silvestre 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320
Familiar 323
Silvestre 322 324 326 328 330 332

CN-135
Familiar 235 241 249
Silvestre 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254
Familiar 265
Silvestre 256 258 260 262 264 266 268 270

CN-142
Familiar 195 197 199 201 203 205 207 209 211 213 215 217
Silvestre 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216
Familiar 219 221 223 225 229
Silvestre 218 220 222 224 226 228 230 232

CN-148
Familiar 211 213 215 217 219 221
Silvestre 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224

CN-159
Familiar 169 171 173 175 177 179
Silvestre 148 150 152 154 164 166 168 170 172 174 176 178
Familiar 181 183 185 187 189 191 193 195
Silvestre 180 182 184 188 190 192 194




Figura 8. Tamano (pb) y frecuencia de los alelos de cada locus
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4.4 PRUEBA DE SEGREGACION MENDELIANA

En todos los loci se observaron familias con segregacion
mendeliana y se pudo apreciar los siete casos de segregacion al azar
(Fig. 9). Los loci CN-54, CN-67 y CN-142 presentaron 6 casos
distintos de segregacion pero ningun locus en particular present6
los 7 casos (Tabla 6). Se obtuvieron S familias (F13, F15, F16, F18 y
F25) donde los 7 loci mostraron uno de los 7 casos de segregacion,
no hubo loci anulados ya que mas del 80% de los individuos se
agrupaban como familia. Los resultados de ji cuadrado de todas las

familias se encuentran en las tablas del anexo III.
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Figura 9. Casos de segregacion al azar
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Tabla 6. Numero de familias por segregacion de cada Locus

y numero de Familias anuladas

Mic. 1* 1 1:1* 1:1 1:2:1 1:1:1:1* 1:1:1:1 Anulados
CN-54 4 6 5 1 2 2 12
CN-67 1 1 1 7 7 12
CN-84 3 8 13
CN-135 26 3 3
CN-142 4 5 2 4 6 5 6
CN-148 10 2 5 2 2 10
CN-159 1 2 1 14 14
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En todos los loci hubo familias anuladas, porque mas del
20% de sus individuos no pertenecieron al tipo de segregacion del
grupo, indicando que hubo introduccion de individuos de otra u
otras familias (Fig. 10). Se localizé individuos especificos cuyos
marcadores salian de los rangos de longitud de la mayoria de
individuos demostrando ser ajenos a la familia corroborando al

hecho de mezcla de familias (Fig. 11).
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Figura 10. Grupo familiar que no presenta ningiun caso de

Segregacion Mendeliana
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También hubo familias donde se anularon individuos,
manteniendo las proporciones aceptadas del 80% o mas, por
ejemplo en el locus CN-159 familia 26 se eliminaron 3 individuos de
los 15 amplificados (20%) para que pueda existir la segregacion 1:1
y poder realizar el analisis de ji cuadrado manteniendo la proporcion
en el rango permitido (Fig. 12), estos individuos eliminados pueden

ser casos de alelos nulos.
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Figura 12. Amplificacion de la familia 26 con el iniciador CN-159,
eliminacion de 3 individuos (en circulo) para el estudio

de ji cuadrado



4.5 ANALISIS DE LINEAJE

4.5.1 Agrupamiento Familiar

El analisis de agrupamiento con el programa Kinship
demostré que no todos los individuos pertenecen a la familia
correspondiente, y que algunos individuos se agrupan en otras
familias. Por ejemplo en el caso de la familia 25, esta presento
perfiles perfectos, donde casi todos los individuos tenian un
agrupamiento del 99.9% (Tabla 7), en comparacion con la familia
24 que en su mayoria los individuos no eran significativos (NS), es
decir que no tenian relacion entre si, o si la tenian esta seria una
relacion menor al 95% (Tabla 8).La mitad de las familias (16
familias) presentaron un porcentaje de agrupamiento mayor del

80%, mientras que las otras familias fue menor (Tabla 9).

49



50

Tabla 7. Agrupamiento de los individuos de la familia 25

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

01 -

02 *kk _

03 kkk kR _

04 kkk KRk kEk% _

05 kkk KRk KRR kK _

06 Kk kkk kERR kR kkk _

07 Kk kkk kER kR kkk *k _

08 Kk kkk KRR kkk kkk kRk kkk _

09 *kk  kkk kEkk kkk kkk *k *kk kkk .

10 Kk kkk kERR kkE kkk kkk kkk kkk kkk _

11 *kk  kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kR _

12 Kk kkk kER kkk kkk *% kkk kkk KRk kkE kkk _

13 *kk  kkk kEkk kkk kkk *% *kk  kkk kkk kkk kkk kkk _

14 *kk  kkk kEkk kkk kkk kkk * K*kk *% *% *kk Kk *% _
15 *kk kkk kEkk kkk kkk kkk kkk kkk Rk kkk kkk kkk kR kkk _

Tabla 8. Agrupamiento de los individuos de la familia 24

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

01 -
02 Tk _
03 *kk *kk _

04 N.S. N.S. ** -

05 N.S. N.S. N.S. N.S. -

06 *** N.S. ** * NS. -

07 *kk N.S. *hk *khk N.S. *kk _

08 N.S. * N.S. * N.S. ** * -

09 N.S' N‘S' *% *kk N.S‘ *kk *kk *kk -

10 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -

11 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. * N.S. * #%

12 *kk *kk *kk * N'S. N.S' * *% *kk N.S' * -

13 N.S. N.S. N.S. N.S. ** N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -

14 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.s. * N.s. * * * N.S. N.S. -
15 N.S. N.S. N.S. ##* N.S. *#% wk  der wk NS N.S. * NS * -

* Probabilidad 95,0 % que sean hermanos
* Probabilidad 99,0 % que sean hermanos
***  Probabilidad 99.9 % que sean hermanos
NS No significativo



Tabla 9. Porcentaje de agrupamiento entre los individuos de

la misma familia

F1 7% F2 48% F3 83%
F4 79% F5 68% Fo6 73%
F7 76% F8 81% F9 79%
F10 94% F11 68% F12 81%
F13 94% F14 65% F15 86%
F16 98% F17 99% F18 96%
F19 91% F20 75% F21 66%
F22 89% F23 71% F24 36%
F25 100% F26 87% F27 100%
F28 41% F29 100% F30 50%
F31 61% F32 100%

4.5.2 Agrupamiento entre Familias

Al realizar la prueba de agrupamientos individuales entre
familias, los resultados obtenidos indicaron que la mayoria de
familias tienen introducidos algunos individuos de distintas familias
ya que estos demuestran su similaridad con otras familias; por
ejemplo las familias 19 y 29 demuestran compartir la gran parte de

individuos (Tabla 10).
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Tabla 10. Agrupamiento entre la Familia 29 y Familia 19
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FAM FA0E FPO0F FO0d4 POcs FO0s P07 Fare PR FAi0 Pl FMIR FE1: P4 PR

Fiz 1 M5 M5 M5 M5 M5 NS WS WS NS MS. M5 MS M5 ME
Fid 11 M5 M5 M5 M5 M5 NS HWS MS NS MS. M3 M5 M5 MS
Fla 12 M5 M5 M5 M5 M5 NS WS NS NS MS. M5 M5 M5 ME
Fid 13 M5 M5 M5 M5 M5 NS HWS NS M5 MS. M5 M5 M5 ME
Fiad 14 M5 M5 M5 M5 M5 NS HWS M5 NS MS. M5 MS M5 ME
Fid 15 M5 M5 M5 M5 M5 NS HWS MS NS MS. M5 MS M5 ME
Flaol M5 = = ME. = = = M5 M5 = = = = M5
F‘Ig m - = = = = = - = = = = = == N.S.
Flams  MS M5 M5 M5 M5 NS NS NS NS M5 NS = B M5
Fa -~ M5 M5 ME = M5, = = M5 M5 M5 NS M5 NS
Flals  MS M5 M5 M5 M5 NS WS WS NS MS. M5 WS MS ME
Fa o7 M5 = = = = = = M5 M5 = = = = M5
Flo M5 = M5 M5 M5 NS = M5 M5 B = = B M5
Flam M5 = = B = = = M5 M5 = = = = M5
F‘Ig 1D - = = = = = - = - = = = == N.S.
Fia 11 ME = = M = = = M5 M5 B = = = M5
F19 12 = = = = = = - N.S. N.S - = = == N.S.
F19 13 M5 = = B = = = M5 M5 = = = = M5
F19 14 = - = = = = = N.S. = = = = == =

Fia 15 M5 - ® " ® " = M5 M5 = = = = M5
FO 01 M5 NS ME M M5 MS ME M5 M5 NS ME " B M5
FO O M5 MS ME M M5 MS ME M5 M5 NS ME ME M M5
Fanfd M5 NS M5 ME M3 NS M5 M5 M5 M5 M5 ME M5 M5
FO 4 M5 " = M = " ME M5 M5 B = = = M5
FOls M5 MS MS ME M5 NS M5 ME M5 HMS MS ME M5 ME

M5
M5
M5
M5
M5
M5

=

=

M5
M5
M5

=

M5

Fue apreciable la fuerte relacion que tienen las familias 16, 17
y 18 que incluso presentaron los mismos perfiles en la prueba de y2,
donde la segregacion fue similar. El locus CN-54 en las familias 17 y
18 y los loci CN-67 y CN-159 en la familia 17, fueron las
excepciones por presentar casos distintos de segregacion debido a la
presencia de alelos nulos, caso que sera discutido en la pagina 56
del siguiente capitulo. En la tabla 11 se ve la relacion de las 3
familias; para apreciar claramente esta relacion en la tabla se

tomaron solo los S5 primeros individuos de cada familia.



Tabla 11. Relacion entre las familias 16,

los primeros individuos
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17 y 18 tomando solo

Fl16 Fl16 Fl16 Fl16 F16 F17 F17 F17 F17

F17 F18 F18 F18 F18 F18

01 02 03 04 05 01 02 03 04 05 Ol 02 03 04 05
F16 01 -

F16 02 ** -

F16 03 % wex

F16 04 *  w  wex

F16 05 #  #%%  kr  wek

F17 01 %% *w xx ok wwe

F17 00 **% %k ok ek ke ek

F17 03 %% #%k ek sk wwk NG

F17 04 %% *%k ek kr kwk ek ke ws

F17 05  *% sk wke wke wke kK ke ek

F18 01 %  *  kkk  wx  wme ke ok x a

F18 00  *  * ek kkk  amk kb ak xk kkk awe awe

F18 03 ** N.S. *  *  wx  xx  we % NS, NS, A ke _

F18 04 %4k Rk wkk  wkk wkk ok wke ke NS, M bkk ek wee
F18 05 N.S. ** k% %% wwk ks NG A b ke wwk ke NG, R
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En este analisis también se aprecié visualmente un fuerte

agrupamiento entre las familias 7y 8; 9, 12y 13; 27y 32.

4.5.3 Dendograma familiar basado en el Analisis UPGMA.

En la figura 13 se presentan los resultados de agrupamiento entre
familias basados en distancias genéticas bajo el algoritmo de Nei. Este
dendrograma permite determinar grupos tomando como punto de corte
distancias de 0.5. Los grupos asociados corresponderian entonces a:
Grupo 1: flias 15, 16, 17, 18; Grupo 2: flias 7, 8, 20, 28; Grupo 3: flias
1, 3, 4, 6,9, 12, 13, 21, 24, 27, 32; Grupo 4: flias 2, 5, 30; Grupo 5:
flias 10, 11; Grupo 6: flias 14, 23, 26, 29; Grupo 7: flia 31, Grupo 8: flia

19, Grupo 9: flia 25 y Grupo 10: flia 22.
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Figura 13. Dendograma familiar basado en el analisis UPGMA
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5 DISCUSION

La utilidad de los microsatélites para el monitoreo de la
efectividad de un programa de mejoramiento genético en familias de L.
vannamei ha sido demostrado mediante analisis de la variabilidad
genética, segregacion mendeliana y agrupamiento de lineaje,

determinando previamente la existencia de alelos nulos en las familias.

5.1 ALELOS NULOS

Se determiné la presencia de alelos nulos en las muestras en
estudio. La aparicion de casos de alelos nulos se debe a que uno de los
iniciadores no tiene el correcto plegado sobre el ADN molde por una
variacion del mismo por mutacién (Bennewitz et al., 2002; Li et al,
2003; Sugaya et al.,, 2002; Wolfus et al., 1996; Treuren, 1998). La
modificacion o utilizacién de un iniciador diferente podria amplificar el
alelo nulo. Como el caso del “Pez del Desierto” o Pupfish donde se
encontré en una poblacion una alta frecuencia de alelos nulos dando
una alta proporcion de falsos homocigotos; el re-disenio de uno de los
iniciadores (un nuevo iniciador) logré6 amplificar el alelo nulo,
encontrando otros cinco alelos diferentes (Jones et al, 1998). Una
homocigocidad parcial podria deberse a los alelos nulos (Wolfus et al.,

1996).
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5.2 VARIABILIDAD GENETICA

En el estudio de la variabilidad genética en la identificacion
familiar, se noté un equilibrio en el locus CN-67 con los resultados de la
heterocigocidad esperada (0,70) y heterocigocidad observada (0,71); a
diferencia con el locus CN-54 donde la He fue menor que la Ho (0,18 Vs
0,47); hecho que podria deberse a que los individuos de la poblacion
(familias en este caso) en su mayoria provienen de cruces dirigidos y no
al azar, pudiendo provocar un exceso de heterocigotos y salir del
equilibrio Hardi-Weinberg (Wolfus et al, 1996). Caso contrario con los
otros loci donde la He fue mayor que la Ho (CN-84: 0,89 Vs 0,47; CN-
135: 0,16 Vs 0,12; CN-142: 0,84 Vs 0,65; CN-148: 0,70 Vs 0,32 y CN-
159: 0,91 Vs 0,30); hecho que puede deberse a la alta consanguinidad
(Casalla, 2003; Wheeler et al., 2002) o por la incidencia de alelos nulos
(Casalla, 2003; Treuren, 1998), provocando un exceso de falsos
homocigotos u homocigotos verdaderos. El hecho de que cada
microsatélite tenga distinto porcentaje de hetericigocidad también se

debe a la segregacion independiente de cada locus.

Al comparar los resultados de heterocigocidad entre los animales
del proyecto de seleccion familiar obtenidos por nosotros, con las
poblaciones silvestres obtenidas por Casalla (2003), se demostro que la
variabilidad génica del programa familiar es menor que la variabilidad
silvestre, con una heterocigocidad promedio de 0,43 con un numero

promedio de 14 alelos, contra un promedio de 0,57 y un numero
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promedio de alelos de 20,24 de las poblaciones silvestres. Pero dos loci
independientemente obtuvieron heterocigocidades familiares mayores
que las heterocigocidades silvestres (CN-54: 0,47 Vs 0,36 y CN-142:
0,65 Vs 0,61) pudiendo deberse nuevamente a los cruces dirigidos de
las familias, produciendo un exceso de heterocigotos y/o por otro lado
un exceso de homocigotos silvestres ya sean estos verdaderos o falsos

por la presencia de alelos nulos.

Al comparar el numero de alelos obtenidos por este estudio de
familias y por poblaciones silvestres, en todos los loci (a excepcion del
locus CN-54: 17 Vs 12) el numero de alelos en la poblacion silvestre fue
mayor (CN-67: 21 Vs 41; CN-84: 19 Vs 20; CN-135: 4 Vs 20; CN-142:
17 Vs 19; CN-148: 6 Vs 11 y CN-159: 14 Vs 20). Llamo particularmente
la atencion el locus CN-135 donde en nuestro estudio de familias se
obtuvieron solo 4 alelos (235, 241, 249 y 265). El alelo 241 amplificé en
el 92% de las muestras del programa genético evaluado. De las 32
familias, veinte presentaron homocigosidad para este alelo. Casalla
(2003) en este locus encontr6 20 alelos, donde el alelo 240 (homologo al
alelo 241 en el caso nuestro) representéo el 27% de los alelos

amplificados.

Esta comparacion de la variabilidad alélica entre poblaciones
silvestres y las familias del programa de mejoramiento apuntan hacia
dos hechos. Por un lado existe una disminucion del numero de alelos

en los animales mejorados lo cual indica que se ha estrechado la base
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genética de éste grupo. Experiencia similar tuvieron Wolfus et al. (1996)
al encontrar utilizando un locus, solo 4 alelos en una poblaciéon de
individuos de un grupo de mejoramiento, siendo estos animales la
séptima generacion a partir de camarones silvestres. Ese mismo locus
presenté 21 alelos en poblaciones silvestres. Por otro lado, se demostro
la presencia de alelos diferentes en el grupo de seleccion con respecto a
los alelos presentes en las poblaciones silvestres de la costa ecuatoriana
(9 alelos con el locus CN-54, 10 alelos con CN-84, 1 alelo con CN-142 y
1 alelo con CN-159) indicando la inclusion de material proveniente de
poblaciones de areas geograficas distintas a la ecuatoriana. De acuerdo
a los datos proporcionados por el programa de mejoramiento de
PROMOGEN, la poblacion base del programa incluy6 animales de origen
panameno mantenidos en cautiverio durante varias generaciones a

nivel local (Pérez, comunicacion personal).

5.3 SEGREGACION MENDELIANA Y AGRUPAMIENTO

Se pudo determinar la presencia de segregacion mendeliana en
todos los loci. Por ejemplo en el locus CN-84 de la familia 25 (anexo III,
Pg. 181), se encontraron los genotipos 289/289, 289/293 y 293/293,
cuyas proporciones dieron una relacion 1:2:1. Los dos genotipos
parentales necesarios para dar estos resultados debieron ser 289/293.
Por otro lado en la misma familia 25, el locus CN-54 no presento
segregacion debido que todos los individuos de la familia tuvieron el

genotipo 132/132. En el locus CN-142 donde se expresaron 4 alelos,
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estos formaron los genotipos 199/207, 199/215, 207/211y 211/215
siendo una segregacion 1:1:1:1; en los loci CN-84 y CN-148
encontramos la segregacion 1:2:1; esto comprueba que cada marcador
tiene segregacion independiente, no depende de la segregacion de otro
locus, cumpliendo la segunda ley de Mendel de la segregacion

independiente de genes.

Los perfiles de las familias 7 y 8 son similares en todos los 7 loci,
presentan la misma segregacion y los mismos tamanos de alelos lo que
nos indica que forman un solo grupo. Es notable que tanto en la familia
7 como en la familia 8, los loci CN-84 y CN-142 tienen perfiles
familiares que no dan ningun tipo de segregacion mendeliana, por la
presencia inesperada de homocigotos. Por ejemplo, en el locus CN-142
encontramos los genotipos 209/215, 199/211 y el homocigoto
199/199, estos perfiles no concuerdan con ningun tipo de segregacion,
pero en el caso de que se encontrara presente el genotipo 199/215,
tendriamos una segregacion 1:1:1:1. En el caso de la familia 7, en el
locus CN-84 tenemos los genotipos 291/293, 291/299, 295/299 y el
homocigoto 295/295; los 4 genotipos no dan una relacion mendeliana,
pero en el caso de existir el genotipo 293/295 estariamos frente a una

segregacion 1:1:1:1.

El caso de los loci CN-84 y CN-142 de las familias 7 y 8 tenemos

3 posibilidades:
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1. Los homocigotos de los loci CN-84 y CN-142 son realmente
heterocigotos con alelos nulos. Esta hipotesis puede ser descartada ya
que ambos loci no mostraron evidencia de alelos nulos en otras

familias.

2. Hay mezcla de grupos cercanamente emparentados, los que
comparten la mayor parte de alelos, a excepcion de los loci CN-84 vy
CN-142 donde cada uno presenta su propio perfil, mencionando la
segunda ley de Mendel en donde cada locus tiene segregacion
independiente de otro locus. En este caso se puede hipotetizar que una
familia, aislada en un solo tanque, fue dividida en dos tanques cuyo

manejo posterior fue realizado como familias independientes.

3. Hubo errores durante la coleccion de muestras al tomar
animales de los mismos tanques y genotipearlos como familias
diferentes. Sin embargo esta posibilidad es remota ya que los muestreos
se realizaron tomando muestras de pocas familias y con el
acompanamiento de personal encargado del manejo de los mismos

tanques.

Otro de los resultados interesantes corresponden a un grupo de 3
familias que al parecer pertenecerian a un mismo desove. Las familias
16, 17 y 18 poseen perfiles similares. Este caso es demostrado con los
resultados del programa de Kinship, hecho que concuerda con el
dendograma de distancias genéticas. Como ejemplo clarificador

encontramos el locus CN-67, donde encontramos en las 3 familias los
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genotipos 241/247, 241/251, 247/247 y 251/251. Podemos apreciar
la presencia de los dos homocigotos; caso que no relacionaria con
ningun tipo de segregacion, pero no parece ser este el caso. Para
poder realizar el analisis de segregacion se opté por eliminar los
genotipos homocigotos 251/251, por ser los menos frecuentes y poder
tener una segregacion 1:1:1:1 (se eliminaron 3 individuos en la familia
16; S en la familia 17 y 3 en la familia 18) cuyos genotipos serian
241/247, 241/251, 247/247 y 247/251 (genotipo que no aparece).
Pero en la familia 17 la eliminacion de los homocigotos 251/251 pasan
del 80% de la poblacién familiar (limite propuesto). Estos resultados
indican la presencia de heterocigotos con alelos nulos. En este hecho
podria estar asociado en que el alelo 247 del genotipo supuesto

251/251 no se amplifica, siendo realmente el genotipo 247/251.

Otro caso particular en estas tres familias son los perfiles
resultantes del locus CN-54, donde la familia 16 presenta una
distribucion 1:1 de genotipos 128/128 y 128/144, y en las familias
17 y 18 obtuvo una distribucion 1:2:1 de genotipos 128/128, 128/144
y 144/144. Pero si apreciamos los resultados en las probabilidades de
¥2 notaremos que la segregacion de familia 16 es de 0.796, mientras
que las familias 17 y 18 tienen las probabilidades de 0.293 y 0.276
respectivamente. Concluiremos que es mas probable que tratemos de
una segregacion 1:1 que un caso de segregacion 1:2:1, atribuyendo
nuevamente este hecho a la presencia de heterocigotos con alelos nulos,

donde el supuesto genotipo 144/144 es realmente 128/144.
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En la familia 27, donde todos los individuos se agruparon en el
mismo lineaje, bajo la hipotesis de hermanos completos. Los loci CN-84,
CN-135, CN-142 y CN-148 fueron alelos monomoérficos (sin
variabilidad). La baja variabilidad genética se debe al cruzamiento entre
individuos genéticamente cercanos; este error ocurre con frecuencia en
programas de crianza debido al desconocimiento del origen de los

individuos (Norris et al., 1999).

Adicionalmente se encontraron 20 individuos distribuidos en las
familias, cuyos perfiles no pertenecian al perfil familiar en algunos loci
como en el caso del individuo 12 de la familia 5, cuyo genotipo en el
locus CN-54 era 132/132 donde el perfil familiar fue 144/144, el
genotipo del mismo individuo en el locus CN-67 fue 233/267 donde el
perfil familiar fue 233/251, 233/259, 251/251 y 251/259, o en el
locus CN-84 donde este individuo presenta un genotipo 257/257 en
una familia que tiene los genotipos 287/291, 287/297, 291/291 y
291/297. Estos datos demuestran que el individuo 12 de la familia 5 es
introducido, no pertenece a esa familia. En la matriz de resultados del
programa Kinship, se encontré que este individuo se agrupaba con la
mayoria de individuos de la familia 23, lo que indica el origen de la

citada muestra.

En la familia 7 el locus CN-67 cuyos perfiles son 235/235,
235/241, 235/253 y 241/253 (segregacion 1:1:1:1) los individuos 01

y 07 tienen los genotipos 235/275 y 261/261 que son diferentes y no
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corresponden a la familia, pero los perfiles de estos individuos si
concuerda con las otras segregaciones de los otros loci. Concluimos que
hay individuos y como consecuencia familias que pueden compartir
alelos con otras familias (por parentesco) pero a su vez otras frecuencias

de alelos pudieron haber variado por la introduccién de nuevos alelos.

Los errores y discordancias en la segregacion Mendeliana se
deben a tres razones, las cuales son consideradas cuando los

resultados no corresponden a lo esperado:

1. La primera razéon puede ser un error durante la manipulacion
de la muestra, como seria en la identificacion del animal, la coleccion de
la muestra, la extraccion del ADN, el genotipeado, la interpretacion de
los resultados o un inadecuado manejo de datos. Para evitar este
problema el manejo de muestras fue en lotes pequenos como se indico

anteriormente.

2. La segunda razon de discordancia de segregacion mendeliana
puede ser un error en el manejo del pedigri del programa de seleccion,
error que ha sido reportado anteriormente en el programa de seleccion
genética del Shrimp Consortium (Alcivar, 2002). Esto implica no solo la
realizacion de cruces que no sigan los lineamientos propuestos para
mantener variabilidad genética, sino también errores en el manejo de
las familias. Esos errores pueden deberse a la mezcla de desoves (por
ejemplo el caso de las familias 6 y 7), mal manejo en el etiquetado (por

ejemplo el caso de las familias 16, 17 y 18 donde un solo desove se
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consider6é como tres familias independientes) y mezcla de individuos de
diferentes familias en bajas proporciones (por ejemplo debido al
intercambio de larvas de los recipientes por medio de instrumentos de

limpieza, mallas, etc).

3. La tercera razon de discordancia con segregacion mendeliana
tiene razones genéticas: presencia de alelos nulos debido a mutaciones,
cuya probabilidad de que ocurra es de 102 (Bennewitz et al., 2002). En
el caso de existir una mutacion, que puede ser al nivel de una sola base
para producir un alelo nulo, o al nivel de una repeticion de microsatélite
para dar un alelo diferente, el cambio se transmite durante la meiosis
en la produccion de gametos, y es heredado a solo uno de los hijos. El
genotipo de este individuo sera por tanto diferente a lo esperado del
genotipo parental y no presentara el perfil familiar, pudiendo incluso

ser agrupado erroneamente en otro grupo familiar (O’Reilly et al., 1998).

En resumen, este trabajo presenta datos sobre la aplicabilidad de
microsatélites a un programa de seleccion familiar a escala local. Se ha
demostrado la wutilidad de microsatélites para el seguimiento de
seleccion familiar. Igualmente se ha demostrado indicios de un manejo
inapropiado de pedigri en los animales analizados (mezcla de desoves,
division de cruces para generar grupos que fueron manejados como
familias diferentes y mezcla de individuos de familias distintas en
porcentajes bajos). En un programa familiar el manejo de pedigri es de

enorme importancia debido a que la ganancia genética esta ligada con
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un estricto seguimiento de esquemas de cruces entre familias
sobresalientes y la disminucion de consanguinidad mediante el cruce
entre individuos no relacionados familiarmente. Los datos obtenidos
deberan servir en particular para mejorar el manejo del programa de
seleccion que sirvio como base para el estudio. En sentido general,
nuestros datos demuestran la utilidad de marcadores moleculares a
programas de mejoramiento a implementarse. La aplicacion de los
microsatélites desarrollados permitira a los programas de seleccion local
contar con una herramienta que permita evaluar variabilidad genética,
consanguinidad y efectividad del manejo técnico-biologico del método de

seleccion.
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6 ANALISIS DE COSTO - BENEFICIO

6.1 INTRODUCCION A LOS SISTEMAS DE MEJORAMIENTO

GENETICO

Las epidemias que han ocurrido en la industria camaronera han
demostrado que el mejoramiento genético y la aplicacion de la
biotecnologia es crucial para el futuro desarrollo de la industria (Tong et

al., 2001).

Actualmente el uso técnico de microsatélites en el Ecuador para
el mejoramiento genético en camarones todavia esta en vias de
implementacion. Se han hecho grandes esfuerzos en mejoramiento
genético con el sistema convencional de marcacion familiar, terminando
estos inconclusos por la falta de apoyo del sector productivo debido al
tiempo que estos requieren y los egresos que significan sin ver
resultados a corto plazo que es lo que el sector productivo pide (Dr.
Julio Jaramillo, Gerente de Laborcompany S.A., comunicacion

personal).

El manejo de la diversidad genética es esencial para el
mejoramiento genético en los programas de seleccion, ya que la actual
tendencia va hacia la perdida de la hererocigocidad e incremento de los
niveles de consanguinidad o inbreeding (Alcivar-Warren et al., 1994;
Norris et al.,, 1999). Hasta hace poco tiempo, la seleccion genética para
mejoramiento de plantas y animales estaba basada en el fenotipo. La

utilizacion de la biologia molecular en los programas de mejoramiento
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genético brinda la posibilidad de realizar la seleccion genética a nivel
fenotipico y genotipico, pudiendo mejorar rapidamente las
caracteristicas de interés que tienen poca heredabilidad (Fjalestad et al.,

2003).

La seleccion genética puede realizarse en base a tres sistemas:
seleccion masal, seleccion familiar y walk back selection. Antes de
proceder al analisis economico entre los diferentes sistemas, es
necesario saber en que consiste cada uno de los métodos de
mejoramiento genético. En el presente trabajo se comparan los costos
de implementacion del sistema de seleccion familiar y walk back

selection.

6.1.1 Sistema de mejoramiento de Seleccion Familiar

Los programas de mejoramiento genético requieren del
conocimiento del pedigri de la poblacion que esta bajo seleccion con el
fin de evitar consanguinidad. El sistema de seleccion familiar genera
este tipo de informacion. En el caso del camarén (y animales acuaticos
en general) los individuos son inicialmente muy pequenos para ser
marcados (Herbinger et al.,, 1998). Cada descendencia debe ser aislada
y levantada hasta que tengan el tamafno suficiente para poder ser
marcados. Esta tarea requiere de un trabajo intenso y ocupa gran
espacio de operacion. Adicionalmente existe el riesgo de confundir
familias durante el proceso de manejo (Norris et al., 1999 y nuestros

resultados).
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El método de seleccion familiar en el caso del camaron debe

seguir los siguientes pasos:

1. Generacion de cruces individuales mediante inseminacion
artificial. Esto permite obtener datos de pedigri que mas adelante deben

tomarse en cuenta dentro del manejo genético del programa.

2. Levantamiento de Postlarvas: los nauplios generados de cada
cruce deben ser levantados hasta PL12 en forma aislada. Esto se lo
realiza en una facilidad de larvicultura equipada con tanques de S50

litros.

3. Levantamiento a 1 g: En el caso del camar6n blanco el marcaje
con elastomeros puede hacerse en animales con un tamafno minimo de
1 g. Las postlarvas resultado de la larvicultura deben ser entonces
transferidas a tanques mas grandes hasta que alcancen el tamano de

marcacion.

4. Marcaje: esta actividad se realiza para poder diferenciar los
individuos de cada familia una vez que los animales son sembrados en
piscinas de levantamiento a tamano comercial. Los animales son
marcados con elastomeros que son un producto coloreado, inyectable,
basado en compuestos de silicona. En el mercado existen elastémeros
con un maximo de 7 colores. Utilizando dos marcas por animal es

entonces posible diferenciar 49 familias.

5. Levantamiento a tamano comercial en piscinas de evaluacion:

para colectar los datos necesarios de los caracteres en evaluacion (por
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ejemplo crecimiento y supervivencia en cada familia) es necesario
sembrar animales de todas las familias en una misma piscina. Esto
hace que todos los animales se encuentren bajo un mismo ambiente y
lo que se evalie no sean diferencias ambientales. Idealmente se deben

tener piscinas replicadas con un minimo de 3 réplicas por experimento.

6. Coleccion de datos: Una vez que los animales han alcanzado
tamano comercial las piscinas experimentales son cosechadas y los
animales de cada familia son separados en los grupos correspondientes.

Valores de peso y supervivencia por familias son colectados.

7. Analisis estadistico: Los datos pueden ser analizados mediante
ANOVA tanto para peso como supervivencia. Parametros tales como

heredabilidad pueden ser medidos si el disefio de cruces asi lo permite.

8. Seleccion de familias para reproductores. Los datos del analisis
estadistico sirven para determinar las mejores familias. En esta fase
puede combinarse informacion de diferentes caracteristicas utilizando
un indice de seleccion. Adicionalmente y segun el avance del esquema
de seleccion, informacion de pedigri es utilizada en esta fase para evitar

consanguinidad.

9. Seleccion intrafamiliar: los animales de las familias
seleccionadas son recuperados de las piscinas de backup. Para cada
familia seleccionada se calculan datos de promedio y desviacién
estandar que serviran para generar puntos de truncacion de acuerdo a

la intensidad de seleccion planteada en el programa. Animales con
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pesos superiores a ese punto son seleccionados y levantados a

reproductores.

10. Maduracion: En esta etapa se reinicia el ciclo de seleccion

para seguir con los pasos previamente indicados (Figura 14).

Argue et al., (2002) reporta un estudio de mejoramiento genético
en L. vannamei con este sistema utilizando un protocolo similar al
indicado anteriormente. En sélo una sola generacion se obtuvo un
incremento del 25% en crecimiento y un 18,4% en resistencia al
Sindrome de Taura al comparar la linea control con la linea
seleccionada. Esos autores recomiendan la utilizacion de la biologia

molecular para mejorar la eficiencia de los caracteres poco heredables.

6.1.2 Sistema de Seleccion Masal con Marcadores Moleculares

(Walk Back Selection)

Las pruebas de genotipeado, tal como se presentan en la primera
parte de este trabajo, permiten determinar relaciones de parentesco
entre individuos donde no existe informacion de pedigri. El genotipeado
se lo realiza a nivel de maduracion. Para realizarlo se extraen muestras
de ADN de los individuos que entran en maduracion y se los genotipea
con los mismos procedimientos aplicados en nuestro trabajo. Una vez
determinadas relaciones de parentesco se realizan cruces dirigidos
(hembra y macho especificos) que no tengan relacion parentesco. Los
desoves pueden mezclarse pero tienen que estar en proporciones

iguales con el fin de asegurar una representacion similar de genotipos
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en la poblacion en mejora. Las larvas producto de este proceso son

llevados a la produccion comercial de forma convencional.

Durante la cosecha en camaronera se seleccionan vivos los
camarones que cumplen con los mejores indices establecidos (mejor
crecimiento) para ser levantados como reproductores. Los camarones

que no han sido escogidos son llevados a la venta.
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La ventaja de este método de mejoramiento genético comparado
con el método de seleccion familiar es que se trabaja en forma conjunta
con sistemas de produccion y hay menos manipulacion de animales.
Esto se traduce directamente en ahorro de trabajo, tiempo, dinero y
menor probabilidad de equivocaciones en la seleccion. La
infraestructura utilizada es mucho menor y asi mismo acoplada al
sistema productivo. El sistema de genotipeado para walk back selection
se presenta en la figura 15. Este sistema ha ido ganando terreno en
programas de mejoramiento de especies acuicolas lo que ha permitido
realizar selecciones mas eficientes (Herginger et al., 1995) y tomar
decisiones de seleccion mas independientes de los individuos con
caracteristicas deseadas pero que han sido favorecidos por causas

ambientales (Garcia y Benzie, 1994).

Este método ha sido probado en salmén y trucha (Norris et al.,
1999; O'Reilly et al.,, 1998). Con este método se elimina el manejo de
animales en forma separada como en el caso de familias. Los pasos a

seguir son:

1. Seleccion de animales. Inicialmente se determina el punto de
truncaciéon A partir de una poblacién en piscina a tamano comercial se
realiza una seleccion masal con un punto de truncaciéon alto, por
ejemplo 0,5%. El primer paso consiste en la mediciéon de S00 a 1000

animales en forma individual para calculo de promedio y desviacion
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estandar. En base a esos datos se determina el punto de truncacién

mediante la formula:
Truncaciéon = promedio + (intensidad de seleccion en SD * SD)

2. Seleccion masal: una vez determinado el punto de truncacion
se procede a la seleccion de animales de la piscina que comprende dos
fases. En el screening inicial animales de gran tamano son
seleccionados visualmente durante la cosecha. En la segunda fase los
animales escogidos son pesados individualmente y aquellos que igualen

o superen el punto de truncacion son marcados con elastomeros.

3. Levantamiento de reproductores: Los animales seleccionados y
marcados son transferidos a piscinas para su levantamiento a tamano
reproductor. Lo ideal es alcanzar entre 25 y 35 g promedio para entrada

a maduracion.

4. Genotipeado: Los reproductores con tamano ideal son
transferidos a maduracion donde se los marca individualmente con
anillos oculares. Se toma una muestra de pleépodo de cada animal que
se envia a analisis de genotipos en laboratorio. Los pasos a seguir en
esta etapa son similares a los indicados en la parte inicial de esta tesis.
Una vez obtenidos los genotipos, estos son analizados mediante
software especializado (Kinship) para determinar relaciones de

parentesco.
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5. Cruces dirigidos: Los resultados de parentesco son utilizados
para generar cruces dirigidos entre individuos no emparentados

mediante inseminacioén artificial.

6. Larvicultura: Los nauplios generados de cada cruce son
normalizados a una cantidad especifica, por ejemplo 50.000 nauplios
por familia. Una vez realizada esta tarea los nauplios son mezclados y

se procede a una larvicultura bajo condiciones comerciales.

7. Levantamiento a tamano comercial: se la realiza mediante
practicas estandar de produccion de camar6én sin ninguna actividad
extra. Una vez que los animales alcanzan tamafo de cosecha se reinicia

el proceso de seleccion.

Del proceso explicado la Ginica diferencia grande entre un proceso
comercial y el proceso de seleccion es la actividad de selecciéon a
cosecha. Adicionalmente el manejo de reproductores se hace bajo
condiciones estandar de levantamiento y maduracion con la salvedad de
tomas de muestras de los reproductores. Finalmente la utilizacion de
inseminacion artificial no implica un esfuerzo mayor para las

actividades comerciales.
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6.2 PARAMETROS PARA LA COMPARACION ECONOMICA ENTRE

METODOS DE SELECCION

A continuacion se comparan cuatro proyectos de mejoramiento
genético en camaron los cuales se incluyen dentro de un programa de
produccion comercial con el fin de evaluar la sustentabilidad del
proceso; esto incluye las tres fases de producciéon: maduracion,

larvicultura y la producciéon en campo (camaronera).

Dos de los proyectos (A y B) trabajan con el método de Seleccion
Familiar con las opciones de compra y construcciéon en un caso (A) y la
opciéon de alquiler en el otro caso (B). Los otros dos proyectos (C y D)
trabajan con el método de Walk Back Seletion y de igual forma tienen
las opciones de compra y construccion (C) y la opcion de alquiler (D).
Estas comparaciones se realizaron con la finalidad de comparar
financieramente la factibilidad de aplicacion de las técnicas de seleccion
dentro del marco de un sistema productivo. Los proyectos tienen un
alcance de 5 anos. La localizacion geografica de la comparacion de los
proyectos no fue tomada en cuenta. Las caracteristicas de cada

proyecto estan resumidas en la tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas de los 4 proyectos de mejoramiento

genético

Proyecto

Método de
Mejoramiento Genético

Caracteristica del
Proyecto.

SELECCION FAMILIAR

Maduracion y
larvicultura:
Compra de terreno y
equipos, construccion
de infraestructura.
Camaronera:
Compra de camaronera
con maquinarias y
bombas incluidas.

SELECCION FAMILIAR

Maduracion,
Larvicultura y
Camaronera: Alquiler

WALK BACK SELECTION

Maduracion y
larvicultura:
Compra de terreno y
equipos, construccion
de infraestructura.
Camaronera:
Compra de camaronera
con maquinarias y
bombas incluidas.

WALK BACK SELECTION

Maduracion,
Larvicultura y
Camaronera: Alquiler
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Se utiliz6 como base para el analisis de comparacion el inicio con
49 familias (tal como PROMOGEN S.A. inici6 su programa de
mejoramiento familiar) tanto para el sistema de mejoramiento de
Seleccion Familiar como para el sistema de mejoramiento Walk Back

Selection.

Con la finalidad de orientar a las personas interesadas en
implementar un programa de mejoramiento genético en camaron, se
tomo en cuenta en los proyectos los sistemas de manejo de produccién
con los que actualmente trabaja la mayor parte del sector camaronero

del pais.

6.2.1 Tasa Minima Atractiva de Retorno (TMAR) de los 4 Proyectos

Las alternativas de inversion se evaluan sobre el pronostico de
que puede esperarse una tasa de retorno razonable de la inversion. La
tasa razonable se denomina Tasa Minima Atractiva de Retorno y es mas
alta que la tasa esperada de un banco (4%) o alguna inversion segura
que comprenda un riesgo minimo de inversion (Blank y Tarquin, 1999).
La descripcion teodrica de los indicadores economicos utilizados en este
trabajo se presenta en el anexo XIII (Pg. 224). El criterio para obtener la
TMAR, requerimiento importante para calcular el Valor Actual Neto
(VAN) y la relacion Beneficio/Costo (B/C) de los proyectos, fue hecho en
base a la tasa bancaria activa (16%) y la tasa minima requerida por el
Banco Interamericano de Desarrollo (BID) para financiar proyectos

(12%). Se adjudico6 valores de importancia a cada una de las tasas, el



81

0,70 para la tasa bancaria activa y el 0,30 para la tasa BID. El valor de
importancia es dado segun los criterios del proyectista. Se obtuvo
finalmente el 14,80% como tasa de referencia o TMAR con el cual se

trabajo en los proyectos (tabla 13).

Tabla 13. Calculo de la TMAR para los proyectos

Valor de

Tipo de tasa Tasa . . Total
importancia
Tasa bancaria activa 16% 0,70 11,20%
Tasa requerida por el BID 12% 0.30 3.60%

(Banco Interamericano de Desarrollo)

TMAR CALCULADO 1,00 14,80%
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PROYECTO A (Seleccion Familiar con opciéon de compra v

construccion)

6.3.1 Dimension del Proyecto A

Maduracion:
Un galp6n de maduracion de 312 m? con 8 tanques con
capacidad productiva en conjunto de 3’200.000 nauplios diarios

durante 9 meses al ano.

Larvicultura:

Dos Tanques de 13 m3 c/u para la produccion de
6’200.000 larvas al afo en tres ciclos.

Un galpon de 56 m? para capacidad de 50 recipientes de S0
L cada uno, para la producciéon de desoves separados de larva
mejorada.

Cuarenta y nueve tanques plasticos exteriores de de 2 m3
para el levantamiento a 1 g de la larva mejorada y su posterior

marcacion.

Camaronera:

Una camaronera de 20 Has con una produccion de 95.466
libras al ano en 3 ciclos. La camaronera incluye 1 Ha de 4
piscinas para la seleccion de reproductores y una piscina de 0,5
Ha para el crecimiento de reproductores con una produccion

anual de 9.900 reproductores genéticamente mejorados.
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6.3.2 Ingenieria del Proyecto A

6.3.2.1 Calculo de los Componentes del Proyecto A

e Maduracion

Se establece como inicio la llegada de 1.500 reproductores, estos
deben tener entre 25 y 30g, los que son separados por familias en 8
tanques de maduracion circulares de 5 metros de diametro (20 m2) a
una densidad de 9,4/m?2, 188 animales por tanque. Los futuros
reproductores son adaptados al nuevo tipo de ambiente y alimentacion.
Después de 10 dias de adaptacion y maduracion se calcula un 80% de
sobrevivencia, lo que significa que se dispone de 1.200 animales a una
densidad de crianza de 7.5/m?2 con 150 reproductores en cada tanque.
Cada tanque contiene aproximadamente 75 machos y 75 hembras; el
grupo de machos y el grupo de hembras pertenecen familias diferentes,
de esta manera aseguramos que los cruces no sean entre hermanos. Se
estandarizé6 un promedio de 5 hembras viables/tanque/dia las cuales
cada una produce en promedio de 80.000 nauplios viables. Este
proceso dura 90 dias. El precio de venta del millar de nauplios (1.000
animales) es de 10 centavos. Para Instalaciones como tanques de
desove, eclosion, lavado y seleccion de nauplios se dimensionaron en
base a un volumen de produccion constante: 18 tanques o recipientes
de cada uno. Este laboratorio se utiliza para la generacion de cruces

durante un periodo de 3 dias por ciclo de seleccion (si tenemos 18
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hembras maduras por dia, separadas en tanques de desoves
individuales, en aproximadamente 3 dias se cubriran las 49 familias).
Los tanques se encuentran entro de un galpon de 312 m2. En el tiempo
de operacion restante, se utiliza para la generacion de nauplios para la

venta comercial.

e Larvicultura

Las instalaciones de larvicultura se hacen en el mismo terreno de
maduracién. En la larvicultura del sistema de seleccion familiar es
necesario contemplar una facilidad para levantamiento individual de los
cruces que comprende dos fases: producciéon de postlarvas y
levantamiento a 1g. De los 3920.000 nauplios obtenidos en
maduracion de las 49 familias, 10.000 nauplios por desove son
separados para el levantamiento de familias. Estos cruces son
separados en 49 recipientes de 50 litros, un recipiente por desove, lo
que da una densidad de 200 nauplios/L. Esta facilidad esta instalada
en un galpon de 56 m? y sirve para el levantamiento de 490.000
animales. Después de 21 dias, un total de 4.000 larvas por familia son
transferidos a 49 tanques exteriores de 2 toneladas para su
levantamiento a 1 g; Se utilizan 4 tanques exteriores adicionales de 2
m3 (total 53 tanques) para el cultivo de algas. De los animales que
alcancen el tamafno adecuado 2.000 son marcados con elastéomeros y
transferidos a piscina de campo (en camaronera). Cada familia de 2.000

individuos es dividida en 4 grupos: 600 animales son sembrados en 3
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piscinas de 1.000 metros cada una, las que seran utilizadas para la
futura evaluacion estadistica (200 animales por familia por piscina) y
1.400 animales son transferidos a otra piscina de reserva de 7.000
metros. Todas las familias son mezcladas. El total de piscinas suman

una hectarea.

Los 3’430.000 nauplios restantes de los desoves originales, son
destinados a larvicultura convencional para la produccién camaronera,
tomando como densidad de produccion 150/m?2, lo que daria la
necesidad de volumen de cultivo de 22.87 m3; el volumen de tanques se
estandarizo en los 4 proyectos a 26 m? dividiéndolo en dos tanques de
13 m3. Se tomo6 en cuenta una sobrevivencia del 60%, es decir que al
final de los 21 dias de larvicultura tendremos 2°058.000 larvas PL 12,
donde al ser transportadas a camaronera se pierde un 10% por
mortalidad resultando finalmente una cantidad disponible de siembra
de 1°852.200 larva. Es importante denotar en este ejercicio que el
proceso de larvicultura solo incluye la produccion de larvas suficientes
para el proyecto, después del cual, la larvicultura se suspende hasta la
necesidad de un nuevo set de larvas para empezar un nuevo ciclo del
proyecto, en otras palabras: no se realiza larvicultura para venta

comercial.
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e Camaronera
El sistema de trabajo en camaronera es semintensivo con el que
se parte con la siembra de larvas es de 10/m?2. Se toma en cuenta una

sobrevivencia del 60%.

Luego del levantamiento a tamano comercial de 12 a 13 gramos
durante 3 meses, las 3 piscinas de evaluacion de reproductores son
cosechadas y se procede a la evaluacion estadistica como se indico
anteriormente. Para la seleccion de familias se utiliza una presion del
10%, es decir las S mejores familias son seleccionadas. Si tomamos en
cuenta un 60% de sobrevivencia, del total de animales sembrados
inicialmente en la piscina de reserva de 7.000 m? (68.600 animales),
tendremos 41.160 animales sobrevivientes, dando 840 animales
disponibles por familia donde sélo los individuos de las 5 familias
escogidas seran reproductores. En cada una de las familias escogidas
se seleccionan los mejores animales con una presion del 10% (seleccion
intrafamiliar) y marcados con una marca especifica con elastomeros.
Esos animales son levantados a reproductores y son los que
continuaran en el programa de seleccién genética. Los animales no
seleccionados intrafamiliarmente son utilizados para la produccion de

nauplios para la venta.

Los camarones de las 5 mejores familias (tanto los de seleccion
intrafamiliar como el resto) son trasladados en una pequena piscina de

5.000 m? (2 Hectarea). Se cuenta entonces con 4200 animales. En esta
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piscina los animales estaran durante un periodo de crecimiento
aproximado de 3 meses hasta que tengan el tamano minimo de 25
gramos. Asumiendo un 80% de supervivencia en el grupo para la
entrada a maduracion se contara con 3300 reproductores, de los cuales
1500 son utilizados en la maduracion del programa. Los 1.800 animales

que no fueron seleccionados para maduracion son vendidos.

La cantidad de 1°852.200 larvas destinadas a produccion
camaronera pueden cubrir una extension de 18,52 Hectareas, las que
se estandarizaron a 20 hectareas debido que hay que tomar en cuenta
las 1.5 hectareas destinadas para reproductores. Las 20 Hectareas
fueron estandarizadas en los 4 proyectos. También se toma en cuenta
un 60% de sobrevivencia en camaronera, lo que finalmente después de
3 meses tendriamos 1’111.320 animales de cosecha con promedio de 13
g, que dan un total de 31.822 libras por ciclo. El precio de venta de
cada libra de camaron de 13 g es de $1,30. El aspecto técnico del

proyecto A se encuentra resumido en el diagrama de la figura 16.
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Figura 16. Diagrama de los procesos por ciclo productivo de los

proyectos Ay B



6.3.2.2 Inversiones del Proyecto A

Tabla 14. Costo de equipos, maquinaria, tanques, recipientes e

implementos de maduracion del proyecto A

e s Precio Precio
Descripcion Cant Unidad Total
EQUIPOS
Computador e impresora 1 $1.100,00 $1.100,00
Caldero a Diesel (usado) 1 $ 7.000,00 $ 7.000,00
Blower Fuji 2,5 Hp 1 $1.568,00 $ 1.568,00
Bomba LR plastica 1 Hp
(distribucién) 2 $ 215,00 $ 430,00
(toma de agua) ’ ’
P
Bon;lba Pedrolo metalica % 9 $ 4400 88.00
P (caldero)
Frigorifico 1 $ 4.000,00 $ 4.000,00
MAQUINARIA
Generador eléctrico 1 $ 10.000,00 $ 10.000,00
TANQUES Y RECIPIENTES
Casco de fibra dg vidrio 18 $ 4000 $ 720,00
(lavado de nauplios)
Tanque Plywood Marino -
Lynner (PVC) Diam. 5 m 8 $ 240,00 $ 1.920,00
(maduracién)
Tanque plastico Plastimet
230L (desoves) 18 $ 37’00 $ 666’00
Tanque plastico Plastimet
S00L (recoleccién de nauplios) 18 $ 70’00 $ 1'260’00
IMPLEMENTOS =
(Tuberia, llaves de paso, etc) $1.416,58 $ 1.416,58
TOTAL $ 30.928,58

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)



Tabla 14b. Costo de equipos, tanques, recipientes e implementos

de larvicultura del proyecto A

Descripcion Cant Precio Precio
P Unidad Total
EQUIPOS
Blower Fuji de 2,5 Hp 1 $ 1.568,00 $ 1.568,00
Bomba plastica LR de 1 Hp
(distribucion) 1 $ 215,00 $ 215,00
B011';1ba sumergible LR de 1 $ 200,00 $ 200,00
2 Hp (traspaso de algas)
TANQUES Y RECIPIENTES
Recipiente de fibra de vidrio
de 50L (aislamiento de familias) 49 $ 40’00 $ 1 '960’00
Tanques Exteriores plasticos
de 2 Toneladas 53 $ 220,00 $11.660,00
(levantamiento a 1g)
IMPLEMENTOS =
(Tuberia, llaves de paso, etc.) 1 $ 512,10 $ 5 12,10
TOTAL $16.115,10

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)

Tabla 14c. Costo de vehiculos del proyecto A

Descripcion Cant Precio Unidad Precio Total
Toyota Scout 2 2 $ 12.000,00 $ 24.000,00
TOTAL $ 24.000,00

camaronera.

90

a Vehiculos destinados uno para laboratorio de maduracion-larvicultura y otro para



Tabla 14d. Costo de terreno para maduracion y larvicultura del

proyecto A
Descripcion Cant m2 Precio m?2 Precio Total
Terreno Costero 1000 $ 20 $ 20.000,00
TOTAL $ 20.000,00

Tabla 14e. Costo de infraestructura de maduracion y larvicultura

del proyecto A 2

Descripcion Ca121t Pre(;m Precio Total
m m
Modulo para re(.:lplentes de 56 $ 55,70 $ 3.118,08
seleccion familiar
Galpon de Hormigon de 312 $ 44,20 $ 13.791,46
maduracién y desove
Sala de Maquinas 56 $ 45,70 $ 2.558,98
Tanques (2) de Hormigén de 20 $ 110,75 $ 2.215.05
13 m3 c/u ’ ’ ’
Tanque reservorio bajo suelo
180 md 120 $ 15,65 $ 1.878,53
TOTAL $ 23.563,00

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)

Tabla 14f. Costo de camaronera del proyecto A

ez Cant Precio .
Descripcion Has Hectarea Precio Total
Compra de piscinas de
produccién camaronera, 20 $3.500,0 $ 70.000,00

incluidos maquinarias y
bombas.

TOTAL $ 70.000,00

91
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Tabla 14g. Costo de construccion de piscinas camaroneras para

el levantamiento de reproductores del proyecto A 2

CANT. PRECIO

DESCRIPCION m3 m3 l',rl:)]::r(i;lf
Removido Removido
Construccién de piscinas de 4.000 $ 5.00 $ 20.000,00
Reproductores
Construccién de piscina de
V> Hectarea 562.5 $ 5,00 $ 2.812,50
TOTAL $ 22.812,50

a Detallado en el anexo VII (Pg. 198)

6.3.2.2.1 Descripcion de Construcciones en el Proyecto A

El galpon de maduracion posee columnas y vigas de 25 cm de
lado, se calculo con la utilizacion de varillas de hierro de 10 mm y
estribos con hierro de 8 mm a 15 cm de distancia entre estribo y
estribo. Se utiliza bloque PL 9 (9 cm de espesor) el cual sirve tanto para
cerramiento externo e interno. El techo es de tablon de madera con
Eternit. No se utiliza hierro de 12 mm porque no hay gran presién sobre
las vigas superiores, solo se encuentra el techo de eternit. Los mismos
principios son utilizados para la construccion del moédulo para los
recipientes, pero en este caso las vigas y columnas tienen 20 cm de lado

debido que no se necesita mayor infraestructura.

Los dos tanques de hormigoén estan unidos por una division o
pared central para ahorrar espacio y material de construccion; ademas
estan disenados con fondo circular de media luna para una mejor

distribucion de las corrientes producidas por la aireacion; los tanques
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tienen un ancho de 2 m y un largo de 5 m. Trabajan con una
profundidad de 1.5 m y un sobre nivel de 30 cm, nivel que puede variar
segun la cantidad de animales presentes en el sistema y el estadio
larvario que estos se encuentren. La viga de base o “riostra” tiene un
espesor de 25 cm, mientras que las columnas, la viga de amarre y el
espesor de las paredes es de 20 cm. Todo el sistema se trabaja con
hierro de 12 mm debido a las altas presiones que el agua ejerce. Los
tanques se encuentran a 50 cm sobre el nivel del suelo con la finalidad
de crear capacidad de desaglie. Los planos referenciales se encuentran

en el anexo XIV (Pg. 227).

Se calcula un reservorio bajo suelo porque es mas econémico que
las cisternas de hormigén armado. Se utiliza linner de polietileno, que a
diferencia del linner de PVC, este es mas resistente y durable, atunque
no es termo aislante ni tan maniobrable como el linner de PVC. El
reservorio trabaja con una altura de agua de 1.5 m. El agua viene
directo de las puntas ubicadas en la zona de playa. Los gastos por
personal esporadico para la construccion de las infraestructuras ya
estan incluidos en el precio de cada infraestructura en el anexo VI (Pg.

190).

En los proyectos de compra y construccion (A y C), no se escogio
la opcion de compra de infraestructuras ya hechas de maduracion ni
larvicultura debido que actualmente el estado fisico de los laboratorios

en venta (desde un punto de vista general) no es precisamente el
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adecuado. La mayor parte de laboratorios fueron construidos a
principio de los anos 90 y no han recibido manutencién alguna por mas
de 4 anos. Tomando en cuenta que el ambiente marino es
especialmente corrosivo para construcciones podriamos decir que la
infraestructura no seria muy adecuada para el inicio de un programa
controlado. Por otro lado con las opciones de alquiler (B y D)
suponemos que los laboratorios tanto de maduraciéon como de
larvicultura han estado en funcionamiento y constante mantenimiento.
También se deseché la opcion de construccion de camaronera porque a
partir del afio 1994 el Gobierno no da concesion de terrenos sin
vocacion agricola a camaroneros, siendo la construccion en terrenos
altos (con vocacion agricola) muy caros, tanto por el terreno como por la
construccion tomando también en cuenta la dificultad de obtener los
permisos legales; ademas de lo mencionado hay que notar la actual
sobre oferta de camaroneras en el pais, pudiendo optarse como mejor

opcion la compra o el alquiler.

Los precios las camaronera fueron obtenidos por medio de la
consulta a los camaroneros. El rango de precios es de $3.000 a $4.000
dolares la hectarea cuyo precio varia segin el estado fisico de la
camaronera, tomando en cuenta basicamente diques, compuertas,
maquinarias y bombas. En este caso se tomé un promedio de $3.500 la

hectarea.
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Se tomo en cuenta los muros originales de la camaronera para ser
aprovechados como parte de las piscinas para reproductores y de esa

forma bajar los costos de construccion (anexo VII, Pg. 198).

6.3.3 Organizacion del Proyecto A

6.3.3.1 Tiempo del Proyecto A

Se definio la duracion de los proyectos al mediano plazo: S afios,
ya que las proyecciones a largo plazo (10 o 15 anos) presentan gran
incertidumbre, mas que todo en esta actividad donde los precios y
costos son muy variables; ademas de lo mencionado, las fuentes de

crédito generalmente no aceptan plazos mas largos.



6.3.3.2 Personal Operacional del Proyecto A

Tabla 15. Sueldos y salarios de personal del proyecto A
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ler ano 2do afio
en adelante
MADURACION
Descripcion Cant b Costo 8 meses 12 meses
ersona/mes
Administrador 1 $ 500,00 $ 4.000,00 $ 6.000,00
Técnico en 1 $ 300,00 $ 2.400,00 $ 3.600,00
maduracion
Operarios 6 $ 120,00 $ 5.760,00 $ 8.640,00
Subtotal $12.160,00 $18.240,00
LARVICULTURA
Técnico larvicultor 1 $ 300.00 $ 1.200,00 $ 1.800,00
Operarios 3 $ 120.00 $ 1.440,00 $ 2.160,00
Subtotal $ 2.640,00 $ 3.960,00
CAMARONERA
Administrador 1 $ 500,00 $ 4.000,00 $ 6.000,00
Personal 4 $ 120,00 $ 3.840,00 $ 5.760,00
Subtotal $ 7.840,00 $11.760,00
TOTAL $ 22.640,00 $ 33.960,00

6.3.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto A

Se tom6 como plazo de construccion y funcionamiento de las

instalaciones los 4 meses iniciales.

Una vez que llegan los 1.500 reproductores a las instalaciones de
maduracion, demoran aproximadamente 15 dias en producir los
primeros nauplios (8 dias después de la ablacion), estos nauplios son

aprovechados para realizar el programa de mejoramiento.

En larvicultura, los nauplios mencionados son levantados a

larvas PL 12, este proceso demora 21 dias.
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Se realiza el levantamiento de las 490.000 larvas a juveniles de
aproximadamente 1 gramo para poder ser marcadas con elastomeros,

este proceso dura 30 dias.

En camaronera las larvas PL 12 son levantadas hasta camarones
de 13 gramos por el lapso de 3 meses, después del cual se realiza la

cosecha y venta.

Los reproductores son obtenidos durante 6 meses de crianza: Las
piscinas estadisticas de reproductores son cosechadas después de los 3
meses de siembra. Una vez obtenidos los futuros reproductores, estos
son llevados a una piscina mas pequena de 5.000 m?2 para su posterior
crecimiento durante 3 meses mas, con la finalidad de obtener animales
de 25 gramos. Las piscinas tanto de evaluacion como de crecimiento
una vez cosechadas son nuevamente preparadas y sembradas para un

nuevo ciclo de reproductores.

El ciclo se cierra con 1.500 reproductores que son destinados

para maduracion.

Con el fin de optimizar el uso de las facilidades de camaronera y
maduracion en forma continua durante todo el afo, se estableci6 el
ciclo maduracion-larvicultura-camaronera se realiza en 4 meses
durante los 5 anos. Por la opcion de construccion de este proyecto, las
actividades operativas comienzan el 5Sto mes, por esa razon la
produccion de campo (camaronera) empieza el 8vo mes. Lo explicado se

encuentra resumido en un diagrama de barras en la figura 17.



Proyecto A: 5 anos con ciclos de 4 meses

1 2 3
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Figura 17. Diagrama de barras del proyecto A. 5 anos con ciclos de 4 meses




6.3.4 Presupuesto del Proyecto A

6.3.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyvecto A

Tabla 16. Presupuesto de inversiones del proyecto A

INVERSIONES MADURACION

Terreno
Materiales, Maquinarias y Equipos
Infraestructura
Vehiculo
Subtotal
(+) Imprevistos 5%
Subtotal Inversiones Tangibles

INVERSIONES LARVICULTURA

Materiales y Equipos
Infraestructura
Subtotal
(+) Imprevistos 5%
Subtotal Inversiones Tangibles

$ 20.000,00
$ 30.928,58
$ 18.228,97
$ 12.000,00
$ 81.157,55
$  4.057,88
$ 85.215,43
$ 16.115,10
$ 5.334,03
$ 21.449,13
$ 1.072,46
$ 22.521,59

INVERSIONES CAMARONERA

Infraestructura $ 92.812,50
Vehiculo $ 12.000,00
Subtotal $ 104.812,50

(+) Imprevistos 5% $ 5.240,63
Subtotal Inversiones Tangibles $ 110.053,13
Total Inversiones Tangibles $ 217.790,14

(+) Total Inversiones Intangibles = $ 1.450,80

TOTAL INVERSIONES

$ 219.240,94

a Detallado en el anexo VIII (Pg. 199)

99



100

6.3.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto A

Tabla 17. Costos operativos del proyecto A

2do ano
en adelante

COSTOS OPERATIVOS MADURACION

ler ano

Personal $ 12.160,00 $ 18.240,00
Insumos 2 $ 29.678,09 $30.117,13
Subtotal $ 41.838,09 $ 48.357,13

COSTOS OPERATIVOS LARVICULTURA

Personal $ 2.640,00 $ 3.960,00
Insumos 2 $ 18.382,56 $ 27.573,84
Subtotal $21.022,56 $ 31.533,84
COSTOS DE OPERACION CAMARONERA
Personal $ 7.840,00 $ 11.760,00
Insumos @ $21.975,25 $ 33.330,82
Subtotal $ 29.815,25 $ 45.090,82
TOTAL $ 92.675,89 $ 124.981,79

a Detallado en el anexo IX (Pg. 200)

e Maduracion
Las informaciones de gasto de alimentacion para reproductores,
gasto de energia y el protocolo de trabajo se obtuvo por medio de la
entrevista a los técnicos de maduracion del laboratorio
LABORCOMPANY S.A., cuyos datos fueron adaptados para los

dimensionamientos de los proyectos de este estudio.
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e Larvicultura
En el caso de larvicultura, se tomo6 como base la tabla de
alimentacion de alimento seco para larvicultura HIGASHIMARU (1999).

Facilitada por el duenio del laboratorio de larvas SAN MIGUEL.

e Camaronera

En la alimentacion para produccion camaronera se siguen tablas
de alimentacion basadas en un porcentaje de la biomasa. En este caso
la informacion de alimentacion, fertilizacion, caleado y bombeo, fueron
tomados por medio de comunicacion personal con los productores
camaroneros de la cooperativa Puerto Hualtaco (Huaquillas), mediante
entrevistas considerando el tamano de la camaronera, la cantidad de
animales sembrados, cantidad de balanceado, fertilizante y cal aplicada,
diesel gastado por corrida, costos de mantenimiento de diques,
compuertas, motores y bombas. De igual forma, esos datos fueron
adaptados para las dimensiones de los proyectos de este estudio. Los
gastos de insumos de maduracion, larvicultura y camaronera estan

detallados en el anexo IX (Pg. 200).



6.3.4.3 Ventas del Proyecto A

Tabla 18. Ventas anuales durante los 5 anos del proyecto A2

Concepto ler ano 2do afo en adelante
Nauplios $ 56.320,00 $ 86.400,00
Lb. de camarén $ 82.737,04 $124.105,56
Reproductores $ 4.500,00 $ 9.000,00
TOTAL $ 143.557,04 $ 217.585,56

a Detalladas en el anexo X (Pg. 212)

6.3.5 Financiamiento del Proyecto A
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En los 4 proyectos se establecio el 30% del capital de dinero

inicial como capital propio, mientras que el otro 70% es aportado por

un préstamo bajo un interés del 16% anual; se tomo

como capital

inicial la suma de las inversiones con los gastos operativos del primer

afno (tabla 19). El préstamo es amortizado en forma anual durante los 5

anos de duracion del proyecto (tabla 19b). No hay periodo de gracia.

Tabla 19. Financiamiento del capital inicial del proyecto A

Inversiones

Capital de trabajo

$ 219.240,94

$ 92.675,89

TOTAL

$ 311.916,83

Capital Propio 30% del total

Crédito 70% del total

$ 93.575,05

$218.341,78




Tabla 19b. Periodos de pago de préstamo, interés, devolucion y

saldo del principal del proyecto A

ANO Pagos Interés Devolucién i::ﬂ:ig::
$218.341,78
1 $ 66.683,63 $ 34.934,69 $ 31.748,94 $186.592,84
2 $ 66.683,63 $ 29.854,85 $ 36.828,77 $149.764,06
3 $ 66.683,63 $ 23.962,25 $42.721,38 $107.042,69
4 $ 66.683,63 $17.126,83 $ 49.556,80 $ 57.485,89
5 $ 66.683,63 $ 9.197,74 $ 57.485,89 $ 0,00

6.3.6 Proyeccion Financiera del Proyecto A

Esta informacion se presenta en la tabla 20.



Tabla 20. Proyeccion financiera del proyecto A
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Anos
Concepto
(] 1 2 3 4 5

Inversiones $ -219.240,94

Capital de trabajo $ -92.675,89

Crédito $ 218.341,78

Ingresos $ 143.557,04 $217.585,56 $ 217.585,56 $217.585,56 $217.585,56
(-) Costos (Inflacion anual 4%) 2 $-99.461,26 $-140.406,49 $-146.070,61 $-151.965,70 $-158.101,41
(-) Amortizacion P $ -290,16 $ -290,16 $ -290,16 $ -290,16 $ -290,16
(-) Depreciacion ¢ $ -20.880,23 $-20.880,23 $ -20.880,23 $-20.880,23 $ -20.880,23
(-) Costos financieros $ -34.934,69 $-29.854,85 $ -23.962,25 $-17.126,83 $ -9.197,74
UTILIDAD BRUTA $ -12.009,29 $ 26.153,83 $ 26.382,31 $ 27.322,64 $ 29.116,02
(-) Partic. de trabajadores 15% - $ -3.923,07 $ -3.957,35 $ -4.008,40 $ -4.367,40
UTILIDAD ANTES DE IMPUESTOS - $ 22.230,75 $ 22.424,96 $ 23.224,24 $ 24.748,62
(-) Impto. A la renta 25% - $ -5.557,69 $ -5.606,24 $ -5.806,06 $ -6.187,15
UTILIDAD NETA $-12.009,29 $ 16.673,06 $ 16.818,72 $ 17.418,18 $ 18.561,46
(+) Amortizaciéon $ 290,16 $ 290,16 $ 290,16 $ 290,16 $ 290,16
(+) Depreciacién $ 20.880,23  $ 20.880,23 $ 20.880,23  $ 20.880,23 $ 20.880,23
(-) Pago a principal $-31.748,94 $-36.828,77 $ -42.721,38 $-49.556,80 $ -57.485,89
(+) Valor de salvamento $113.388,99
(+) Recuperacion de capital de trabajo $ 92.675,89
FNE (flulo neto de efectivo) $ -93.575,05 $-22.587,85 $ 1.014,68 $ -4.732,27 $-10.968,23 $ 188.310,85
Factor del valor presente 14,80%

Valor presente $ -93.575,05 $-19.675,83 $ 769,92 $ -3.127,83 $ -6.31494 $ 94.442,16

a Anexo XII (Pg. 218);

b Anexo VIII (Pg. 199); ¢ Anexo XI (Pg. 214)
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6.3.7 Evaluacion Financiera del Proyecto A

Tabla 21. Indices financieros del proyecto A a

VAN $-23.938,65
TIR 8,52%
Beneficio / Costo 0,71
Periodo de recuperaciéon 4,69 anos

a El concepto de cada indice se encuentran detallado en el anexo XIII (Pg. 224)

6.3.7.1 Analisis de Sensibilidad del Provyecto A

El analisis de sensibilidad tiene por objeto determinar la variacion
que se produciria en los resultados como consecuencia de posibles
desviaciones de los valores asignados a las variables que intervienen en
los calculos de los indicadores financieros. Se han escogido en los 4
proyectos 3 valores variantes: la tasa de inflacién, tasa de interés del
préstamo y los precios de venta, en donde todas las variantes son
analizadas desde un escenario pesimista (que van en contra de los
intereses financieros del proyecto), pero los precios de venta se
analizaron también con escenario optimista (a favor de los intereses
financieros del proyecto), debido que los precios de venta son el factor

econémico que actualmente mas varia en esta industria.



Tabla 22. Cuando la inflacion sube de 4% a 5% y los precios de

venta se mantienen en el proyecto A

VAN $-27.856,52
TIR 7,30%
Beneficio / Costo 0,66
Periodo de recuperacion 4,73 anos

Tabla 22b. Cuando la inflacion se mantiene en 4% y el interés

del préstamo sube del 16 al 17 % en el proyecto A

VAN $-23.452,75
TIR 8,55%
Beneficio / Costo 0,71
Periodo de recuperacion 4,70 anos

Tabla 22c. Precios de Venta del proyecto A: Escenario Optimista:
La inflacion se mantiene en 4 % y los precios de venta
de suben un 20%. Escenario Pesimista: La inflacion

se mantiene en 4% y los precios de venta bajan 20%

Escenario VAN TIR B/C Recuperacion
OPTIMISTA 2  $ 53.594,82 29,34% 1,66 4,12 anos
PESIMISTA»  $-94.865,61 Neg -0,16 No recupera
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aEs decir que el precio del millar de nauplios sube de $0,10 a $0,12; el precio de la

libra de camarén sube de $1,30 a $1,56; €l precio del reproductor sube de $2,50 a

$3,00

b Es decir que el precio del millar de nauplios baja de $0,1 a $0,08; €l precio de la

libra de camarén baja de $ 1,30 a $ 1,04; el precio del reproductor baja de $2,50

a $2,00
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6.4 PROYECTO B (Sistema de Seleccion Familiar con opcion de

alquiler)

6.4.1 Dimension del Proyecto B

Igual que el proyecto A (Pg. 82).

6.4.2 Ingenieria del Proyecto B

6.4.2.1 Calculo de los componentes del proyecto B

Igual que el proyecto A (Pg. 83).

6.4.2.2 Inversiones del Proyvecto B

Tabla 23. Costo de equipos, tanques, recipientes de Maduracion

del proyecto B

Descripcion Cant Precio Precio
P Unidad Total
EQUIPOS
Computador e impresora 1 $1.100,00 $ 1.100,00
TANQUES Y RECIPIENTES
Tanque plastico Plastimet
230L (desoves) 8 $ 37700 $ 296’00
Tanque plastico Plastimet
SOO0L (recoleccién de nauplios) 8 $ 70’00 $ 560’00
Casco de Fibra de Vidrio 8 $ 40,00 $ 320,00

(lavado de nauplios)

TOTAL $ 2.276,00
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Tabla 23b. Costo de equipos, tanques, recipientes e implementos

de Larvicultura del proyecto B

e . Precio Precio
Descripcion Cant Unidad Total
EQUIPOS
Blower Fuji de 2,5 Hp 1 $1.568,00 $1.568,00
Bomba plastica LR de 1 Hp
(distribucion) 1 $ 215 ,OO $ 215 ,00
Bomba sumergible LR de % Hp 1 $ 200,00 $ 200,00

(transado de algas)

TANQUES Y RECIPIENTES
Recipiente de fibra de vidrio de

SOL (aislamiento de familias)
Tanques Exteriores plasticos de

2 Toneladas (levantamiento a 1g)

49 $ 40,00 $1.960,00

53 $ 220,00 $11.660,00

IMPLEMENTOS =
(Tuberia, llaves de paso, etc.) 1 $5 12,10 $ 384,05
TOTAL $15.987,05
a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)
Tabla 23c. Costo de vehiculos del proyecto B
e s Precio Precio
Descripcion Cant Unidad Total
Toyota Scout 2 2 $ 12.000,00 $ 24.000,00
TOTAL $ 24.000,00

a Vehiculos destinados uno para laboratorio de maduracién-larvicultura y otro para

camaronera.

Tabla 23d. Costo de infraestructura de modulo de larvicultura

para recipientes de separacion de familias del

proyecto B
Descripcion Cant Precio Precio
P m? m?2 Total
Modulo para r‘e‘01plen"ce's 56 $ 55.7 $ 3.118.08
para selecci6on familiar 2
TOTAL $ 3.118,98

aDetallado en el anexo VI (Pg. 190)
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Tabla 23e. Costo de construccion de piscinas camaroneras para

el levantamiento de reproductores del proyecto B 2

Cant. Precio
Descripcion m3 m3 Precio Total
Removido Removido

Construccién de piscinas

para Reproductores 4.000 $ 5,00 $20.000,00

Construccién de piscina
de Y Hectarea 562.5 $ 5,00 $ 2.812,50
TOTAL $ 22.812,50

a Detallado en el anexo VII (Pg. 198)

6.4.3 Organizacion del Proyecto B

6.4.3.1 Tiempo del Provecto B

5 Anos

6.4.3.2 Personal Operacional del Proyecto B

Tabla 24.

6.4.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto B

El cronograma del proyecto B es igual que el proyecto A (Pg. 96),
con la diferencia que el proyecto B comienza de inmediato en el afno O y
no después de 4 meses de construccion de los modulos de maduracién
como el proyecto A; la construccion de las piscinas de reproductores en
camaronera se las puede realizar durante el tiempo que ocurre la
maduracion y larvicultura de los animales. Lo explicado se encuentra

resumido en un diagrama de barras en la figura 18.
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Tabla 24. Sueldos y salarios de personal del proyecto B

ler ano
en adelante
MADURACION
Descripcion Cant Perg}i:tﬁnes 12 meses
Administrador 1 $ 500,00 $ 6.000,00
Tecnicoen 1 $ 300,00 $ 3.600,00
maduracion
Operarios 6 $ 120,00 $ 8.640,00
Subtotal $ 18.240,00
LARVICULTURA
Técnico larvicultor 1 $ 300.00 $ 1.800,00
Operarios 3 $ 120.00 $ 2.160,00
Subtotal $ 3.960,00
CAMARONERA
Administrador 1 $ 500,00 $ 6.000,00
Personal 4 $ 120,00 $ 5.760,00
Subtotal $ 11.760,00

TOTAL $ 33.960,00
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Proyecto B: 5 anos con ciclos de 4 meses

1 2 3 4 5

— o
_l'

MADURACION Y LARVICULTURA

MADURACION COMERCIAL

CAMARONERA

LEVANTAMIENTO DE LARVA A JUVENIL PARA MARCAJE

PISCINAS DE EVALUACION DE REPRODUCTORES

Jo.0n.

PISCINA DE CRECIMIENTO DE REPRODUCTORES

Figura 18. Diagrama de barras del proyecto B. 5 afnos con ciclos de 4 meses
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6.4.4 Presupuesto del Proyecto B

6.4.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto B

Tabla 25. Presupuesto de inversiones del proyecto B

INVERSIONES MADURACION

Materiales, Maquinarias y Equipos $ 2.276,00

Vehiculo $ 12.000,00

Subtotal $ 14.276,00

Imprevistos 5% $ 713,80

Subtotal Inversiones Tangibles $ 14.989,80
INVERSIONES LARVICULTURA

Materiales y Equipos $ 15.987,05

Infraestructura $ 3.118,98

Subtotal $ 19.106,03

Imprevistos 5% $ 955,30

Subtotal Inversiones Tangibles $ 20.061,33
INVERSIONES CAMARONERA

Construccién de Piscinas $ 22.812,50

Vehiculo $ 12.000,00

Subtotal $ 34.812,50

Imprevistos 5% $ 1.740,63

Subtotal Inversiones Tangibles $ 36.553,13

Total Inversiones Tangibles $ 71.604,26

(+) Total Inversiones Intangibles = $ 900,80

TOTAL INVERSIONES $ 72.505,06

a Detallado en el anexo VIII (Pg. 199)
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6.4.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto B

Tabla 26. Costos operativos del proyecto B

2do ano
en adelante

COSTOS OPERATIVOS MADURACION

ler ano

Alquiler: $1.500/mes $ 18.000,00 $ 18.000,00
Personal $ 18.240,00 $ 18.240,00
Insumos 2 $39.117,13 $30.117,13
Subtotal $ 75.357,13 $ 66.357,13
COSTOS OPERATIVOS LARVICULTURA
Alql;ilgor/é Tang./Corrida $ 480,00 $ 480,00
Personal $ 3.960,00 $ 3.960,00
Insumos 2 $ 27.573,84 $ 27.573,84
Subtotal $ 32.013,84 $ 32.013,84

COSTOS DE OPERACION CAMARONERA

Alquiler: $400/ha/Afio $ 8.000,00 $ 8.000,00

Personal $ 11.760,00 $ 11.760,00

Insumos 2 $ 33.085,52 $ 33.330,82
Subtotal $ 52.845,52 $ 53.090,82
TOTAL $ 160.216,49 $ 151.461,79

a Detallado en el anexo IX (Pg. 200)

6.4.4.3 Ventas del Proyvecto B

Tabla 27. Venta anual durante 5 anos @

Concepto ler aiio en adelante
Nauplios $ 84.480,00
Lb. de camarén $ 124.105,56
Reproductores $ 9.000,00
TOTAL $ 217.585,56

a Detallado en el anexo X (Pg. 212)



6.4.5 Financiamiento del Proyecto B

Tabla 28. Financiamiento del capital inicial del Proyecto B

Inversiones $ 72.505,06

Capital de trabajo $ 160.216,49
TOTAL $ 232.721,55

Capital propio: 30% del total $ 69.816,46
Crédito: 70% del total $ 162.905,08

Tabla 28b. Periodos de pago de préstamo, interés, devolucion y

saldo del principal del proyecto B
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Ao Pagos Interés Devolucion ?’:ilizig::
$162.905,08
1 $ 49.752,74 $ 26.064,81 $ 23.687,93 $139.217,15
2 $ 49.752,74 $ 22.274,74 $ 27.478,00 $111.739,16
3 $ 49.752,74 $ 17.878,27 $ 31.874,47 $ 79.864,68
4 $ 49.752,74 $ 12.778,35 $ 36.974,39 $ 42.890,29
S $ 49.752,74 $ 6.862,45 $ 42.890,29 $ 0,00




6.4.6 Proyeccion Financiera del Provecto B

Tabla 29. Proyeccion financiera del proyecto B
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Anos
Concepto
0 1 2 3 4 5

Inversiones $ -72.505,06

Capital de trabajo $-160.216,49

Crédito $ 162.905,08

Ingresos $217.585,56 $217.585,56 $ 217.585,56 $217.585,56 $217.585,56
(-) Costos (Iflaciéon anual 4%) 2 $-171.202,08 $-160.047,26 $-175.857,01 $-182.943,56 $-190.318,37
(-) Amortizacién b $ -180,16 $ -180,16  $ -180,16 $ -180,16 $ -180,16
(-) Depreciacion © $ -9.351,67 $ -9.351,67 $ -9.351,67 $ -9.351,67 $ -9.351,67
(-) Costos financieros $-26.064,81 $-22.274,74 $ -17.87827 $-12.77835 $ -6.862,45
UTILIDAD BRUTA $ 10.786,83 $ 16.731,72 $ 14.318,45 $ 12.331,82 $ 10.872,90
(-) Partic. de trabajadores 15% $ -1.618,02 $ -2.509,76 $ -2.147,77 $ -1.849,77 $ -1.630,94
UTILIDAD ANTES DE IMPUESTOS $ 9.168,80 $ 14.221,96 $ 12.170,68 $ 10.482,05 $ 9.241,97
(-) Impto. A la renta 25% $ -2.29220 $ -3.555,49 $ -3.042,67 $ -2.620,51 $ -2.310,49
UTILIDAD NETA $ 6.876,60 $ 10.666,47 $ 9.128,01 $ 7.861,53 $ 6.931,48
(+) Amortizacion $ 180,16  $ 180,16  $ 180,16 $ 180,16 $ 180,16
(+) Depreciacién $ 9.351,67 $ 9.351,67 $ 9.351,67 $ 9.351,67 $ 9.351,67
(-) Pago a principal $-23.687,93 $-27.478,00 $ -31.874,47 $-36.974,39 $ -42.890,29
(+) Valor de salvamento $ 24.845,88
(+) Recuperacion de capital de trabajo $ 160.216,49
FNE (flulo neto de efectivo) $-69.816,46 $ -7.279,49 $ -7.279,69 $ -13.214,63 $-19.581,02 $ 158.635,39
Factor del valor presente 14,80%

Valor presente $ -69.816,46 $ -6.341,02 $ -5.523,69 $ -8.734,32 $-11.273,73 $ 79.559,24

a Anexo XII (Pg. 218);

b Anexo VIII (Pg. 199); ¢ Anexo XI (Pg. 214)
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6.4.7 Evaluacion Financiera del Proyecto B

Tabla 30. Indices financieros del proyecto B 2

VAN $-19.276,99
TIR 8,07 %
Beneficio / Costo 0,68
Periodo de recuperacion 4,74 anos

a El concepto de cada indice se encuentran detallado en el anexo XIII (Pg. 224)

6.4.7.1 Analisis de sensibilidad del Proyecto B

Tabla 31. Cuando la inflacion sube de 4 a 5% y los precios de

venta se mantienen en el proyecto B

VAN $-28.209,61
TIR 4,84 %
Beneficio / Costo 0,54
Periodo de recuperacion 4,85 anos

Tabla 31b. Cuando la inflacion se mantiene en 4 % y el interés

del préstamo sube del 16 al 17 % en el proyecto B

VAN $-21.379,02
TIR 7,34 %
Beneficio / Costo 0,65

Periodo de recuperacion 4,76 anos
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Tabla 31c. Precio de Venta: Escenario Optimista: Cuando la
inflacion se mantiene en 4 % y los precios de venta
suben 20%. Escenario Pesimista: Cuando la inflacion

se mantiene en 4% y los precios de venta bajan 20%.

Escenario VAN TIR B / C Recuperacion
OPTIMISTA  $62.115,07 38,43% 2,02 4,03 afios
PESIMISTA $-100.669,06 Neg -0,66 No recupera




6.5 PROYECTO C (Walk Back Selection con opcién de compra v

construccién)

6.5.1 Dimension del Proyecto C

e Maduracion:
Un galpén de maduracion de 312 m? con 8 tanques con
capacidad productiva en conjunto de 3’200.000 nauplios diarios

durante 9 meses al ano.

e Larvicultura:
2 Tanques provisionales de 13 m3 c/u para la produccion de

7°050.000 larvas al afnio en tres ciclos.

e Camaronera:

Una camaronera de 20 hectareas con la produccion de
109.104 libras al ano en 3 ciclos. La camaronera incluye una
piscina de 0,5 Ha para el crecimiento de reproductores con una
producciéon anual de 7.200 reproductores genéticamente

mejorados.
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6.5.2 Ingenieria del Proyecto C

6.5.2.1 Calculo de los componentes del proyecto C

e Maduracién

De igual forma que el proyecto A y B, la dimension de la
maduracion son de 8 tanques circulares de 20 m? c/u, y la
capacidad de producciéon de nauplios en maduraciéon es de
3’200.000. Los protocolos de maduracion (densidad de animales por
tanque, cantidad de recambio de agua, alimentacion, mortalidad,
produccion diaria, etc.) son los mismos. Se inicia con la llegada de
1.500 reproductores que deben tener entre 25 y 30g, pero en este
caso a los futuros reproductores se les extirpa un pleépodo para
realizar el analisis de ADN (genotipeado) con la finalidad de realizar
los cruces correctos. En este ejemplo se genotipéa a 500 individuos
(250 hembras y 250 machos) con un costo de $7,06 por animal,
este costo es calculado en las paginas posteriores en el presupuesto

de costos operativos de este proyecto (Pg. 133).

e Larvicultura
Los 3’920.000 nauplios obtenidos inicialmente son sembrados
en larvicultura convencional con una densidad de 150 animales por
litro que daria la necesidad de 26,13 m3, pero como se dijo

anteriormente en la explicacion del proyecto A, se decidio
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estandarizar la capacidad de tanques de los dos sistemas de
mejoramiento a 26 m? (dos tanques de 13 m3). De igual forma, en
larvicultura se tomo6 en cuenta una sobrevivencia del 60% por lo
cual luego de 21 dias de larvicultura tendremos 2’352.000 larvas PL
12. Debido a pérdidas durante transporte de un 10% menos se
tiene una cantidad disponible de siembra de 2’°352.000 larvas. De
igual forma que en los 4 proyectos, en este ejercicio el proceso de
larvicultura solo incluye la produccion de larvas suficientes para el
proyecto, después del cual, la larvicultura se suspende hasta que se
inicie un nuevo ciclo del proyecto, en otras palabras: no se realiza

larvicultura para venta comercial.

e Camaronera
El sistema de trabajo en camaronera es semintensivo con el
que se parte con la siembra de larvas es de 10/m?2. Esto equivale si
tomamos en cuenta los 2°352.000 larvas disponibles, a la siembra
de 21,17 hectareas. Como se indicé anteriormente en los cuatro
escenarios se estandarizé la produccion a 20 hectareas. En los

calculos de retorno se asume una sobrevivencia del 60%.

Luego del levantamiento a tamafno comercial de 12 a 13
gramos durante 3 meses se proyecta producir 36.282 libras con un

precio de $1,30/1b.
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Para la seleccion masal de reproductores, los parametros son
diferentes. De las piscinas comerciales con una produccién de
1’270.080 individuos por ciclo de siembra potencialmente se
podrian seleccionar 6.350 animales a una presion del 0,5%. Sin
embargo para nuestros calculos se plantea seleccionar 3.000
animales. Se toma en consideracion un 20% de mortalidad por
estrés de cosecha lo que resulta en 2.400 reproductores
disponibles, donde 1.500 reproductores son destinados a
maduracion y 900 animales son para la venta, cada reproductor se
vende a $2,00. El aspecto técnico del proyecto C se encuentra

resumido en el diagrama de la figura 19.
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Proyecinz Cy D

MADURACTON
390000 Hanplos

PRODUCCTON
COMEE CIAL
390000 Hanplos

F

LARVICTULTURA
271 16,800 Larras

L
CAMARONER A
1270080 Camarones
de 13 2.
36.368 likras

F
SELEC CTOMNADOS
PARA MADURACION
2.400 Feproductores

—

PARA PROGRAMA DE PARA LA YENTA

MADTR ACTOHN 900 Repmodactores
1.500 Eeproductores

Figura 19. Diagrama de los Procesos por ciclo productivo de los

proyectos Cy D
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6.5.2.2 Inversiones del Proyecto C

6.5.2.2.1 Costos de Instalacion del Laboratorio de Biologia

Molecular

Tabla 32. Costo de Equipos, Materiales y Reactivos de

Biologia Molecular 2

Costo de Equipos y Materiales Reciclables $ 28.342,05

Costo de Materiales Desechables $ 596,47
Costo de Reactivos $ 7.229,12
TOTAL $ 36.167,64

a Detallado en el anexo IV (Pg. 185)
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6.5.2.2.2 Descripcion de Construcciones en el Proyecto C

Tabla 33. Costo de equipos, maquinaria, tanques, recipientes

e implementos de Maduracion del proyecto C

Descripcion Cant Il;::g::l Precio Total
EQUIPOS
Blower Fuji 2,5 Hp 1 $ 1.568,00 $ 1.568,00
Bomba LR plastica 1 Hp
(distribucién) 2 $ 21 5’00 $ 430’00
(toma de agua) ’ ’
Bomba Pedrolo metalica 2 Hp
(Caldero) 2 $ 44,00 $ 88,00
Computador e impresora 1 $ 1.100,00 $ 1.100,00
Caldero a Diesel (usado) 1 $ 7.000,00 $ 7.000,00
Equipo, Material y Reactivos
para Biologia Molecular $ 36. 167’64 $ 36. 167’64
Frigorifico 1 $ 4.000,00 $ 4.000,00
MAQUINARIA
Generador eléctrico 1 $10.000,00 $10.000,00
TANQUES Y RECIPIENTES

(lavado de nauplios)
Tanque Plywood Marino -
Lynner (PVC) Diam. 5 m 8 $ 240,00 $ 1.920,00

(Maduracion)
Tanque plastico Plastimet
230L (desoves)
Tanque plastico Plastimet
500L (recolecciéon de nauplios)
IMPLEMENTOS = 1 $ 1.416,58 $ 1.416,58

(Tuberia, llaves de paso, etc)

18 $ 37,00 $ 666,00

18 $ 70,00 $ 1.260,00

TOTAL $ 67.096.22

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)



Tabla 32b. Costo de equipos, tanques, recipientes e

implementos de Larvicultura del proyecto C

Precio

Descripcion Cant Unidaq  Frecio Total
EQUIPOS
Bo?ji];’t?ﬂ}?}c?fnﬁm"f LR de 1 Hp 1 $ 215,00 $ 215,00
Bomba sumergible LR de 2 Hp 4 $ 200,00 $ 200,00
TANQUES Y RECIPIENTES
Tanques Exteriores plasticos de 4 $ 220,00 $ 880.00

2 Toneladas (cultivo de algas)
IMPLEMENTOS = 1

(Tuberia, llaves de paso, etc)

$ 128,05 $ 128,05

TOTAL $ 1.423,05

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)

Tabla 32c. Costo de vehiculos del proyecto C

Descripcién Cant Precio Precio
P Unidad Total
Toyota Scout 2 2 $ 12.000,00 $ 24.000,00
TOTAL $ 24.000,00

a Vehiculos destinados uno para laboratorio de maduraciéon-larvicultura y otro

para camaronera

Tabla 32d. Costo de terreno para maduracion y larvicultura

del proyecto C

Descripcién Cant  Precio Precio
? m2 m? Total
Terreno Costero 1000 $ 20 $ 20.000,00

TOTAL $ 20.000,00
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Tabla 32e. Costo de infraestructura de maduracion y

larvicultura del Proyecto C 2

Descripcion Car:t Preczlo Precio Total
m m
Galpon de Hormigon para 312 $ 44,2 $ 13.791,46
maduraciéon y desove
Moédulo para Biologia
Molecular 15 $ 96,25 $ 1.443,71
Sala de Maquinas 56 $ 45,70 $ 2.558,98
Tanques de Hormigén de
13 m c/u 20 $ 110,75 $ 2.215,05
Tanque reservorio bajo suelo
160 m3 95 $ 17,58 $ 1.669,80
TOTAL $ 21.679,00

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)

Tabla 32f. Costo de camaronera del proyecto A

Cant Precio

Has por Hectarea Precio Total

Descripcion

Compra de piscinas de

Produccioén, incluidos 20 $ 3.500,00 $ 70.000,00
maquinarias y bombas.
TOTAL $ 70.000,00

Tabla 32g. Costo de Construccion de Piscina camaronera del

proyecto C a

Cant. Precio .
Y Precio
Descripcion m3 m3 Total
Removido Removido
Construccion de piscina de
1, Hectarea 562.5 $ 5,00 $ 2.812,50
TOTAL $ 2.812,50

a Detallado en el anexo VII (Pg. 198)
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6.5.2.2.3 Descripcion de Construcciones en el Proyecto C

Los principios de construccion del galpén de maduracion es
igual que en el proyecto A, lo mismo ocurre con el médulo para
biologia molecular, que tiene los mismos principios de construccion
que el modulo para recipientes y la sala de maquinas de los

proyectos Ay B (Pg. 92).

So6lo se construye una piscina de 0,5 hectareas, bajo las
mismas condiciones hipotecas para construccion que estan
desglosadas en el anexo VII (Pg. 198) y los planos se encuentran en

el anexo XIV (Pg. 227).

Se realiz6 los calculos para un reservorio mas pequeno de 160
m?3 debido que en este proyecto no hay los 49 recipientes ni los 49
tanques (proyectos A y B) para realizar recambios. En consecuencia
es factible bajar la capacidad de volumen del tanque reservorio. El
desglose de cada componente de las infraestructuras se encuentra

desarrollado en el anexo VI, Pg. 190.

6.5.3 Organizacion del Proyecto C

6.5.3.1 Tiempo del Provecto C

5 anos
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6.5.3.2 Personal Operacional del Proyecto C
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Tabla 34. Sueldos y salarios de personal del proyecto C

2do ano en

ler afio adelante
MADURACION
Personal Fijo Cant | Costo 8 meses 12 meses
ersona/mes
Administrador 1 $ 500,00 $ 4.000,00 $ 6.000,00
Técnicoen 1 $ 300,00 $2.400,00 $ 3.600,00
maduracion
Operarios 6 $ 120,00 $ 5.760,00 $ 8.640,00
Tecl\r/luclo o Biologia . $300,00 $ 60000 $ 900,00
olecular (por Analisis) (2 analisis) (3 analisis)
(Persona Eventual)
Subtotal $12.760,00 $19.140,00
LARVICULTURA
Personal Eventual Cant Costo 2 meses 3 meses
Persona/mes
Técnico larvicultor 1 $ 300,00 $ 600,00 $ 900,00
Operarios 3 $ 120,00 $ 240,00 $ 360,00
Subtotal $ 840,00 $1.260,00
CAMARONERA
Personal Fijo Cant Costo 8 meses 12 meses
Persona/mes
Administrador $ 500,00 $ 4.000,00 $ 6.000,00
Personal 4 $ 120,00 $ 3.840,00 $ 5.760,00
Subtotal $ 7.840,00 $ 11.760,00
TOTAL $ 21.440,00 $ 32.160,00




6.5.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto C

Una vez que llegan los 1.500 reproductores a las instalaciones
de maduraciéon, se realiza el genotipeado de 500 animales para
determinar cruces correctos. Los primeros desoves se producen 15
dias después (8 dias post-ablaciéon), estos nauplios son

aprovechados para realizar la larvicultura.

En larvicultura, los nauplios son levantados hasta larvas PL

12, este proceso demora 21 dias.

En camaronera las larvas PL 12 son levantadas hasta
camarones de 13 gramos por el lapso de 3 meses, después del cual
se realiza la cosecha para la seleccion masal. Los animales no

seleccionados son vendidos como en una cosecha normal.

Los reproductores son llevados a una piscina de 5.000 m?
para su posterior crecimiento durante 3 meses mas, con la finalidad
de obtener animales de 25 gramos. Las piscinas cosechadas son

nuevamente preparadas y sembradas para un nuevo ciclo.

El ciclo se cierra con 1.500 reproductores que son destinados

para maduracion.

Igual que el proyecto A y B, el ciclo maduracion-larvicultura-

camaronera se realiza durante 4 meses cada ano durante los 5 afnos

129



del proyecto. Por la opcion de construccion de este proyecto, las
actividades operativas comienzan el 5to mes, por esa razén la
produccion de campo (camaronera) empieza el 8vo mes. Lo
explicado se encuentra resumido en un diagrama de barras en la

figura 20.
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Proyecto C: 5 anos con ciclos de 4 meses

1 2 3 4 5

(ﬁ__._'?_'_._'ﬁ_".__

I CONSTRUCCION DE INFRAESTRUCTURA

MADURACION Y LARVICULTURA

=

[ MADURACION COMERCIAL
[[] camaRONERA

[ ] PISCINA DE CRECIMIENTO DE REPRODUCTORES

Figura 20. Diagrama de barras del proyecto C. 5 anos con ciclos de 4 meses
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6.5.4 Presupuesto del Proyecto C

6.5.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto C

Tabla 35. Presupuesto de inversiones del proyecto C

INVERSIONES MADURACION

Terreno $ 20.000,00
Materiales, Maquinarias y Equipos $ 67.096,22
Infraestructura $ 19.463,95
Vehiculo $ 12.000,00
Subtotal $118.560,01

(+) Imprevistos 5% $ 5.928,01

Subtotal Inversiones Tangibles $124.488,18
INVERSIONES LARVICULTURA

Materiales y Equipos $ 1.423,05

Infraestructura $ 2.215,05

Subtotal $ 3.638,10

(+) Imprevistos 5% $ 181,91

Subtotal Inversiones Tangibles $ 3.820,01
INVERSIONES CAMARONERA

Infraestructura $ 72.812,50

Vehiculo $ 12.000,00

Subtotal $ 84.812,50

(+) Imprevistos 5% $ 4.240,63

Subtotal Inversiones Tangibles $ 89.053,13

Total Inversiones Tangibles $217.361,31

(+) Total Inversiones Intangibles 2 $ 1.525,80
TOTAL INVERSIONES $ 218.887,11

a Detallado en el anexo VIII (Pg. 199)
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6.5.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto C

6.5.4.2.1 Calculo de Costo de Genotipeado por Animal.

Se calcul6 el costo de genotipeado por animal, en base a los
gastos realizados en el proyecto de genotipeado de las 32 familias (480
individuos); pero vale la pena mencionar que los gastos por animal para
la obtencion de resultados se pueden reducir hasta incluso la mitad
utilizando la técnica de geles delgados (0,4 mm). Esta técnica tiene la
ventaja que los moldes de carga abarcan mayor capacidad de muestras,
de igual forma tenemos el ahorro de acrilamida para la preparacion del
gel. Este método requiere de tincion especial con la utilizacién de acido
nitrico. No se utilizo este sistema debido que hasta ese entonces no fue

optimizado en CENAIM.

Tabla 36. Gasto de materiales desechables y reactivos para el
genotipeado de 480 animales, y costo de genotipeado

por cada animal 2, no se tomoé en cuenta el gasto

eléctico
Gasto de materiales Desechables $ 517,36
Gasto de reactivos $ 2.869,85
TOTAL (para 480 animales) $ 3.387,21
Costo por cada animal $ 7,06

a Detallado en el anexo V (Pg. 188)
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6.5.4.2.2 Costos Operativos del Proyecto C

Tabla 37. Costos operativos del proyecto C

ler aiio

2do ano
en adelante

GASTOS OPERATIVOS MADURACION

Personal $ 12.160,00 $ 19.140,00
Insumos 2 $ 37.338,09 $ 40.707,13
Subtotal $ 49.498,09 $ 59.847,13

GASTOS OPERATIVOS LARVICULTURA

Personal $ 840,00 $ 1.260,00
Insumos 2 $ 1.114,54 $ 1.671,82
Subtotal $ 1.954,54 $ 2.931,82

GASTOS DE OPERACION CAMARONERA

Personal $ 7.840,00 $ 11.760,00

Insumos 2 $ 18.183,44 $ 27.485,42
Subtotal $ 26.023,44 $ 39.245,42
TOTAL $ 77.476,07 $ 102.024,37

a Detallado en el anexo IX (Pg. 200)

6.5.4.3 Ventas del Provecto C

Tabla 38. Proyeccion de ventas del proyecto C durante 5 anos 2

Concepto ler afio 2do afio en adelante
Nauplios $ 56.320,00 $ 84.480,00
Lb. de camarén $ 94.556,62 $ 141.834,93
Reproductores $ 2.250,00 $ 4.500,00
TOTAL $ 153.126,6 $ 230.814,93

a Detallado en el anexo X (Pg. 212)



6.5.5 Financiamiento del Proyecto C

Tabla 39. Financiamiento del capital inicial del proyecto C

Inversiones $218.887,11

Capital de trabajo $ 77.476,07
TOTAL $ 296.363,18

Capital Propio 30% Del Total $ 88.908,95
Crédito 70% Del Total $ 207.454,22

Tabla 39b. Periodos de pago de préstamo, interés, devolucion y

saldo del principal del proyecto C
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Ano Pagos interés devolucion 3:::;:::
$207.454,22
1 $63.358,47 $ 33.192,68 $ 30.165,79 $177.288,43
2 $63.358,47 $ 28.366,15 $ 34.992,32 $142.296,12
3 $63.358,47 $ 22.767,38 $ 40.591,09 $101.705,03
4 $63.358,47 $ 16.272,80 $ 47.085,66 $ 54.619,37
5 $63.358,47 $ 8.739,10 $ 54.619,37 $ 0,00




6.5.6 Proyeccion Financiera del Proyecto C

Tabla 40. Proyeccion financiera del proyecto C
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Aios
Concepto o 1 2 3 2 5

Inversiones $-218.887,11

Capital de trabajo $ -77.476,07

Crédito $ 207.454,22

Ingresos $ 153.126,62  $230.814,93 $ 230.814,93 $230.814,93 $ 230.814,93
() Costos (Iflacion anual 4%) 2 $ -83.653,44 $-115.457,30 $-120.117,30 $-124.967,53 $-130.015,96
(-) Amortizacién P $ -305,16 $ -305,16  $ -305,16 $ -305,16 $ -305,16
(-) Depreciacion © $ -20.877,81 $ -20.877,81 $ -20.877,81 $-20.877,81 $ -20.877,81
(-) Costos financieros $ -33.192,68 $-28.366,15 $ -22.767,38 $-16.272,80 $ -8.739,10
UTILIDAD BRUTA $ 15.097,52 $ 65.808,50 $ 66.747,27 $ 68.391,62 $ 70.876,89
(-) Partic. de trabajadores 15% $ -2.264,63 $ -9.871,28 $ -10.012,09 $-10.258,74 $ -10.631,53
UTILIDAD ANTES DE IMPUESTOS $ 12.832,90 $ 55.937,23 $ 56.735,18 $ 58.132,87 $ 60.245,36
() Impto. A la renta 25% $ -3.208,22 $-13.984,31 $ -14.183,80 $-14.533,22 $ -15.061,34
UTILIDAD NETA $ 9.624,67 $ 41.952,92 $ 42.551,39 $ 43.599,65 $ 45.184,02
(+) Amortizacién $ 305,16 $ 305,16 $ 305,16 $ 305,16 $ 305,16
(+) Depreciacion $ 20.877,81 $ 20.877,81 $ 20.877,81 $ 20.877,81 $ 20.877,81
(-) Pago a principal $ -30.165,79 $-34.992,32 $ -40.591,09 $-47.085,66 $ -54.619,37
(+) Valor de salvamento $112.972,23
(+) Recuperacion de capital de trabajo $ 77.476,07
FNE (flulo neto de efectivo) $ -88.908,95 $ 641,86 $ 28.143,58 $ 23.143,27 $ 17.696,97 $ 202.195,93
Factor del valor presente 14,80%

Valor presente $-88.908,95 $ 559,11 $ 21.354,80 $ 15.296,75 $ 10.188,99 $ 101.405,84

a Anexo XII (Pg. 218); P Anexo VIII (Pg. 199); < Anexo XI (Pg. 214)
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6.5.7 Evaluaciéon Financiera del Proyecto C

Tabla 41. Indices financieros del proyecto C 2

VAN $ 52.174,68
TIR 29,79%
Beneficio / Costo 1,67
Periodo de recuperacion 4,10 anos

a El concepto de cada indice se encuentran indicado en el anexo XIII (Pg. 224)

6.5.7.1 Analisis de Sensibilidad del Proyecto C

Tabla 42. Cuando la inflacién sube de 4 a 5 % y los precios de

venta se mantienen en el proyecto C

VAN $ 46.227,83
TIR 28,20%
Beneficio / Costo 1,60
Periodo de recuperacion 4,13 afos

Tabla 42b. Cuando la inflacion se mantiene en 4% y el interés

del préstamo sube del 16 al 17 % en el proyecto C

VAN $ 49.497,82
TIR 29,03%
Beneficio / Costo 1,64

Periodo de recuperacion 4,11 anos




Tabla 42c. Precios de Venta del proyecto C: Escenario Optimista:
La inflacion se mantiene en 4 % y los precios de venta
de suben un 20%. Escenario Pesimista: La inflacion

se mantiene en 4% y los precios de venta bajan 20%

Escenario VAN TIR B/C Recuperacion

OPTIMISTA  $130.999,53 52,87% 2,69 2,21 anos

PESIMISTA  $-26.650,16 7,28% 0,66 4,74 anos
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6.6 PROYECTO D (Walk Back Selection con opcién de alquiler)

6.6.1 Dimension del Proyecto D

Igual que el proyecto C (Pg. 118).

6.6.2 Ingenieria del Proyecto

6.6.2.1 Calculo de los Componentes del Proyecto D

Igual que el proyecto C (Pg. 119).

6.6.2.2 Inversiones del Proyecto D

Tabla 43. Equipos, maquinaria, tanques, recipientes

implementos de Maduracion del proyecto D

Descripcion Cant 3::;::1 Precio Total
EQUIPOS
Computador e impresora 1 $ 1.100,00 $ 1.100,00
Equipo, Material y Reactivos $ 36.167.64 $ 36.167.64
para Biologia Molecular & : ’ : ’
TANQUES Y RECIPIENTES
Tanque plastico Plastimet
230L (desoves) 8 $ 37’00 $ 296’00
Tanque plastico Plastimet
500L (recoleccion de nauplios) 8 $ 70’00 $ 560’00
Casco de Fibra de Vidrio
(lavado de nauplios) 8 $ 40,00 $ 320,00
TOTAL $ 38.443,64

a Jgual que el proyecto C (anexo IV, Pg. 185)
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Tabla 43b. Costo de vehiculos del proyecto D

Descripcion Cant Precio Unidad Precio Total
Toyota Scout 2 2 $ 12.000,00 $ 24.000,00
TOTAL $ 24.000,00

a Vehiculos destinados uno para laboratorio de maduracion-larvicultura y otro para

camaronera.

Tabla 43c. Costo de construcciéon del Modulo de Biologia

Molecular del proyecto D 2

Cant Precio

Descripcion 2 2 Precio Total
m m
Médulo para Biologia
Molecular 15 $ 96,25 $ 1.443,71
TOTAL $ 1.443,71

a Detallado en el anexo VI (Pg. 190)

Tabla 43d. Construccion de Piscina de 0,5 de hectarea para

Reproductores del proyecto D

Cant. Precio
Descripcion m3 m3

Removido Removido
Construccién de piscina de
1, Hectarea 562.5 $ 5,00 $2.812,50

TOTAL $ 2.812,50

Precio
Total

a Detallado en el anexo VII (Pg. 198)

6.6.3 Organizacion del Proyecto D

6.6.3.1 Tiempo del Proyecto

5 anos
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6.6.3.2 Personal Operacional del Proyecto D

Igual que el proyecto C (Pg. 128).

6.6.3.3 Cronograma de Actividades del Proyecto D

El cronograma del proyecto D es igual que el proyecto C (Pg. 129),
con la diferencia que en este caso por ser las instalaciones alquiladas
las actividades de operacion pueden empezar inmediatamente y no
después de 4 meses de la construccion del moédulo de maduracion y
tanque de larvas. La construccion de las piscinas de crecimiento de
reproductores en camaronera se las puede realizar durante el tiempo
que toman la maduracion y larvicultura iniciales. Lo explicado se

encuentra resumido en un diagrama de barras en la figura 21.



Tabla 44. Sueldos y salarios de personal del proyecto D

ler ano
en adelante
MADURACION
Personal Fijo Cant Perg)gjt/?nes 12 meses
Administrador 1 $ 500,00 $ 6.000,00
Técnico en
Maduracisn 1 $ 300,00 $ 3.600,00
Operarios 6 $ 120,00 $ 8.640,00
Técnico en Biologia
Molecular 1 $ 309_’90 $ 9QQ?OO
(por anallsls) (3 analisis)
(Persona Eventual)
Subtotal $ 19.140,00
LARVICULTURA
Personal Eventual CANT Perg)g:t/?nes 3 meses
Técnico larvicultor 1 $ 300.00 $ 900,00
Operarios 3 $ 120.00 $ 360,00
Subtotal $ 1.260,00
CAMARONERA
Personal Fijo Cant Perg)g:t/?nes 12 meses
Administrador $ 500,00 $ 6.000,00
Personal 4 $ 120,00 $ 5.760,00
Subtotal $ 11.760,00
TOTAL $ 32.160,00




Proyecto D: 5 ainos con ciclos de 4 meses
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MADURACION Y LARVICULTURA

MADURACION COMERCIAL

CAMARONERA

PISCINA DE CRECIMIENTO DE REPRODUCTORES

Jin.

Figura 21. Proyecto D: 5 afnos con ciclos de 4 meses



6.6.4 Presupuesto del Proyecto D

6.6.4.1 Presupuesto de Inversiones del Proyecto D

Tabla 45. Presupuesto de inversiones del proyecto D 2

INVERSIONES MADURACION

Materiales, Maquinarias y Equipos
Infraestructura
Vehiculo
Subtotal
(+) Imprevistos 5%

Subtotal Inversiones Tangibles

$ 38.443,64
$ 1.443,71
$ 12.000,00

$ 51.887,35
$ 2.594,37
$ 54.481,72

INVERSIONES CAMARONERA

Infraestructura $ 2.812,50
Vehiculo $ 12.000,00
Subtotal $ 14.812,50
(+) Imprevistos 5% $ 740,63
Subtotal Inversiones Tangibles $ 15.553,13
Total Inversiones Tangibles $ 70.034,84

(+) Total Inversiones Intangibles P $ 975,80
TOTAL INVERSIONES $ 71.010,64

144

a No existen inversiones en la larvicultura, debido que esas instalaciones son

alquiladas

b Detallado en el anexo VIII (Pg. 199)



145

6.6.4.2 Presupuesto de Costos Operativos del Proyecto D

Tabla 46. Gastos operativos del proyecto D Gastos operativos del

proyecto D

2do ano
en adelante

COSTOS OPERATIVOS MADURACION

ler ano

Alquiler: $1.500/mes $ 18.000,00 $ 18.000,00
Personal $ 19.140,00 $ 19.140,00
Insumos 2 $ 49.707,13 $ 40.707,13
Subtotal $ 86.847,13 $ 77.847,13
COSTOS OPERATIVOS LARVICULTURA
Ao tanajcomriaa 480,00 $ 480,00
Personal $ 1.260,00 $ 1.260,00
Insumos 2 $ 1.671,82 $ 1.671,82
Subtotal $ 3.411,82 $ 3.411,82
COSTOS DE OPERACION CAMARONERA
Al&ég/eé;/mo $ 8.000,00 $ 8.000,00
Personal $ 11.760,00 $ 11.760,00
Insumos 2 $ 27.345,24 $ 27.345,24
Subtotal $ 47.105,24 $ 47.245,42
TOTAL $ 137.364,19 $ 128.504,37

a Detallado en el anexo IX (Pg. 200)
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6.6.4.3 Ventas del Proyvecto D

Tabla 47. Ventas anuales durante los 5 afios del proyecto D 2

Concepto ler afno en adelante
Nauplios $ 84.480,00
Lb. de camarén $ 141.834,93
Reproductores $ 4.500,00
TOTAL $ 230.814,93

a Detallado en el anexo X (Pg. 212)

6.6.5 Financiamiento del Proyecto D

Tabla 48. Financiamiento del capital inicial del proyecto D

Inversiones $ 71.010,64

Capital de trabajo $ 137.364,19
TOTAL $ 208.374,83

Capital propio 30% del total $ 62.512,45
Crédito 70% del total $ 145.862,38

Tabla 48b. Periodos de pago de préstamo, interés, devolucion y

saldo del principal del proyecto D

ANO Pagos interés devolucion ?’:ilﬁzi:::
$145.862,38
1 $ 44.547,74  $23.337,98  $21.209,76 $124.652,62
2 $44.547,74 $19.944,42  $24.603,32 $100.049,30
3 $44.547,74 $ 16.007,89  $ 28.539,85 $ 71.509,45
4 $44.547,74 $11.441,51 $ 33.106,23 $ 38.403,22
5 $44.547,74 $ 6.144,52  $ 38.403,22 $ 0,00




6.6.6 Proyeccion Financiera del Proyecto D

Tabla 49. Proyeccion financiera del proyecto D
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Anos
Concepto
(o] 1 2 3 4 5

Inversiones $ -71.010,64

Capital de trabajo $-137.364,19

Crédito $ 145.862,38

Ingresos $230.814,93 $230.814,93 $230.814,93 $ 230.814,93 $230.814,93
(-) Costos (Iflacion anual 4%) 2 $-147.435,69 $-144.098,07 $-149.903,70 $-155.945,38 $-162.232,93
() Amortizacién b $ -19516 $ -195,16 $ -195,16 $ -195,16 $ -195,16
(-) Depreciacion ¢ $ -10.003,03 $ -10.003,03 $ -10.003,03 $ -10.003,03 $ -10.003,03
(-) Costos financieros $ -23.337,98 $ -19.944,42 $ -16.007,89 $ -11.441,51 $ -6.144,52
UTILIDAD BRUTA $ 49.843,07 $ 56.574,25 $ 54.705,16 $ 53.229,84 $ 52.239,29
(-) Partic. de trabajadores 15% $ -7.476,46 $ -8.486,14 $ -8.205,77 $ -7.984,48 $ -7.835,89
UTILIDAD ANTES DE IMPUESTOS $ 42.366,61 $ 48.088,11 $ 46.499,38 $ 45.245,37 $ 44.403,40
(-) Impto. A la renta 25% $ -10.591,65 $ -12.022,03 $ -11.624,85 $ -11.311,34 $ -11.100,85
UTILIDAD NETA $ 31.77495 $ 36.066,09 $ 34.874,54 $ 33.934,02 $ 33.302,55
(+) Amortizacién $ 19516 $ 19516 $ 19516 $ 195,16 $ 195,16
(+) Depreciacion $ 10.003,03 $ 10.003,03 $ 10.003,03 $ 10.003,03 $ 10.003,03
(-) Pago a principal $ -21.209,76 $ -24.603,32 $ -28.539,85 $ -33.106,23 $ -38.403,22
(+) Valor de salvamento $ 20.019,72
(+) Recuperacion de capital de trabajo $ 137.364,19
FNE (flulo neto de efectivo) $ -62.512,45 $ 20.763,38 $ 21.660,95 $ 16.532,87 $ 11.025,98 $162.481,42
Factor del valor presente 14,80%

Valor presente $ -62.512,45 $ 18.086,57 $ 16.435,91 $ 10.927,54 $ 6.348,19 $ 81.488,11

a Anexo XII (Pg. 218);

b Anexo VIII (Pg. 199); ¢ Anexo XI (Pg. 214)
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6.6.7 Evaluacion Financiera del Proyecto D

Tabla 50. Indices financieros del proyecto D 2

VAN $61.649,71
TIR 41,64%
Beneficio / Costo 2,13
Periodo de recuperacion 3,32 anos

a El concepto de cada indice se encuentra detallado en el anexo XIII (Pg. 224)

6.6.7.1 Analisis de Sensibilidad del Proyecto D

Tabla 51. Cuando la inflacion sube de 4 a 5% y los precios de

venta se mantienen

VAN $ 54.028,38
TIR 38,63%
Beneficio / Costo 1,99
Periodo de recuperacion 4,01 anos

Tabla 51b. Cuando la inflacién se mantiene en 4% y el interés

del préstamo es del 17 %

VAN $ 59.767,59
TIR 40,82%
Beneficio / Costo 2,10

Periodo de recuperacion 3,51 anos




149

Tabla S51c. Precio de Venta: Escenario Optimista: Cuando la
inflacion se mantiene en 4 % y los precios de venta
suben un 20%. Escenario Pesimista: Cuando la
inflacion se mantiene en 4% y los precios de venta de

bajan un 20%

Escenario VAN TIR B/C Recuperacion

OPTIMISTA  $147.990,48 83,82% 3,72 1,24 anos
PESIMISTA  $-24.691,05 5,04% 0,55 4,83 anos
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6.7 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS 4 PROYECTOS

6.7.1 Proyectos A y B (Sistema de Seleccién Familiar)

Los proyectos A y B, que trabajan con el sistema de Seleccion
Familiar, no han demostrado ser financieramente convenientes. El
Valor Actual Neto (VAN) en ambos casos es negativo (proyecto A:
$-23.938,65; proyecto B: $-19.276,99); las Tasas Internas de Retorno
(TIR) se mantuvieron positivas (A: 8,52%; B:8,07 %) pero debido solo al
Valor de Salvamento y la Recuperacion de Capital de Trabajo que se
reconocen en el Ultimo periodo del proyecto, dando como indice de
periodo de recuperacion de capital casi al final del tiempo destinado a
los proyectos (A: 4,69 anos; B: 4,74 anos). finalmente en los Flujos
Netos de Efectivo (FNE), que representan en ingreso financiero en si,
casi todos los periodos son negativos, lo que da nuevamente a entender

que los dos proyectos no son financieramente viables.

Los dos proyectos se pueden mantener desde un punto de vista
OPTIMISTA, como es demostrado en el Analisis de Sensibilidad, en
donde los precios de venta suben un 20%, ya que presenta un VAN
positivo, sin embargo, como se mencion6 anteriormente, los precios con
que se realizaron los proyectos son precios actuales (1¢r semestre 2004).
Por otro lado, es realista predecir que en esta industria, cuyos precios
cambian constantemente por a la competencia extranjera, los precios de

venta dificilmente se mantendran optimistas por largo tiempo.
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Es necesario también tomar en cuenta que la facilidad de cometer
errores de pedigri con este sistema de mejoramiento es alta (por mezcla
de familias y cruces entre hermanos). Esto se demostré con los
resultados de genotipeado de las familias de PROMOGEN en el trabajo
de esta tesis. Errores de pedigri pueden llevar al fracaso todo esfuerzo
de mejoramiento al reducir la tasa de ganancia genética a niveles no

rentables.

6.7.2 Proyectos C vy D (Sistema de Walk Back Selection)

Los proyectos que se realizaron bajo el sistema de mejoramiento
de Walk Back Selection, C y D, son financieramente convenientes. El
VAN es positivo en los dos proyectos (proyecto C: $52.174,68; proyecto
D: $61.649,71) y €l TIR es alto (C: 29,79 %; D: 41,64%). El indice

Beneficio/Costo es superior a 1,00 (C: 1,67; D: 2,13).

Si comparamos los dos proyectos: proyecto C, opcion de compra y
construccion y proyecto D, opcion de alquiler, tendremos que el
proyecto D es mas conveniente por tener los indices mas significativos:
el VAN y el TIR, mas altos. Lo mismo se puede decir con La diferencia
de Beneficio/Costo entre los dos proyectos, donde el proyecto D
también es la mejor opcién. Todo esto conlleva a que el Periodo de
Recuperacion de Capital sea mas rapido (C: 4,10 anos Vs. D: 3,32

anos).

Tomando en cuenta que los ingresos anuales por ventas es el

mismo en ambos proyectos ($230.814,93), las razones por la que el
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proyecto D es mas rentable que el proyecto C se deben que el capital
inicial y el pago amortizado del préstamo (C: $63.358,47; D:
$44.547,74) son menores, dando incluso la opcion de invertir con
menor capital propio; como fue establecido en un principio, este capital

representa el 30% del total (Tabla 52).

Tabla 52. Financiamiento del Capital Inicial

PROYECTO C D
CAPITAL INICIAL $296.363,18 $208.374,83
FINANCIAMIENTO
70% PRESTAMO $207.454,22 $145.862,38

30% CAPITAL PROPIO $ 88.908,95 $ 62.512,45

Los dos proyectos no podran soportar un escenario PESIMISTA
con la disminucion de los precios de venta en un 20%, el VAN en
ambos proyectos es negativo (C: $-26.650,16; D: $-24.691,05), y la TIR
(C: 7,28%; D: 5,04%) no es mayor a la Tasa Minima Atractiva de
Retorno propuesta de 14,8%. Estos indices nos indican que los
proyectos C y D tal como son propuestos son factibles en escenarios
estables. Esto lleva a la deduccion de que el subir el nuimero de
hectareas de produccion camaronera dara mayor estabilidad, ya que la

venta de su produccion es la que produce mayor ganancia.

Se puede resumir todo lo explicado anteriormente de los 4
proyectos con el desglose de los indices obtenidos en cada uno (tabla

53), donde se concluye que el proyecto D es el mas opcionable.
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Tabla 53. Desglose de los indices obtenidos en los 4 proyectos

Concepto

A B C D

Capital propio de
Inversion

VAN
TIR
B/C

P. Recuperacion

$93.575,05 $69.816,46 $88.908,95 $ 62.512,45
$-23.938,65 $-19.276,99 $52.174,68 $ 61.649,71
8,52% 8,07 % 29,73 % 41,64%
0,71 0,68 1,67 2,13

4,69 anos 4,74 anos 4,10 anos 3,32 anos
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7 CONCLUSIONES

7.1 CONCLUSION DE LA IDENTIFICACION DE FAMILIAS

Se puede utilizar microsatélites especificos para L. vannamei para la
determinacion de familias y parentesco, descubriendo pureza familiar,
incidencia de mezcla entre familias y el grado de parentesco entre las

familias.

El presente estudio comprob6 la utilidad de la técnica de
marcadores microsatélites para la toma de decisiones en programas de

mejoramiento genético en camaron.

7.1.1 Recomendaciones en la Identificacion de Familias

Los resultados para el analisis de parentesco son mas exactos si
aumenta el namero de microsatélites (loci), debido que la presencia de
alelos nulos en un microsatélite (locus) puede resultar en exceso de

falsos homocigotos y, por lo tanto, en resultados erréneos.

Es preferible tener la informacion del genotipo de los padres, de
esa manera se puede saber con certeza los genotipos a obtener de la
descendencia y determinar si hubo mala manipulacion al encontrar
individuos introducidos. Esto es aplicable a programas de seleccion

familiar donde los progenitores de cada familia deben ser muestreados.
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7.2 CONCLUSION DE LOS PROYECTOS FINANCIEROS

Se demostr6 de forma financiera que es mejor implementar el
sistema de Walk Back Selection para los programas de mejoramiento
genético. Dentro de este sistema de mejoramiento, la opcién de alquiler
de las instalaciones (D) es mas conveniente, por su menor necesidad de

inversion e indices mas convenientes.
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ANEXO I
MIC PRIMER 1 SECUENCIA DEL PRIMER 2 Categoria AQCIEEO
MICROSATELITE NGB
CN-10  5-CGCACACATACATACACGCACACAC-3 AC).AT(AC 5-CTGTTGATTTAGCTGCATACCATGTGC-3'
CN-43  5-CGCACACATACATACACGCACACAC-3 AC A(C Gé AE A ). Ty, 5-CTGTTGATTTAGCTGCATACCATGTCCS 1 Componente [mpsrfecto AF359974
CN-134 5-TATTTGCAGTTCTGATACS ( J(ACY..(Mis o cortereTTITOOATTS
CN-133 5-AATTTGGAATCTCCTG-3 (CCTAA),...(CCTAA), 5-ATCACTCTAATCCACGA-3 2 Perfectos AF359966
CN-42  5-TACACGCACAGGCACGCTCAAG-3 5-TCTGTGTGCCGTGCCTTCATCACCG-3'
CN-91  5-TAACAGTCTACACGCACAGGC-3' (CA)ss 5-CCTTCATCACCGCTTGGA-3' Perfecto AF359947
CN-131 5-GCACAGGCACGCTCAA-3 5-GCGTCGGTTTGTCTTCC-3'
CN-41  5-GGAAGGCTGAAGACACTTGAAAACACC-3' 5-CCTAAGTCATTTCACGCTTACGACGC-3'
CN-90  5-TTGGAAGGCTGAAGACAC-3 (AC);cTC(AC),AT(AC),;; 5-TCATTTCACGCTTACGAC-3 Componente Imperfecto AF006631
CN-130 5-GGAAGGCTGAAGACAC-3 5-ATTTCACGCTTACGAC-3
) , - (AC)sGC(AC)GC(AC) g -

CN-132 5-TCTACTTATCGGTCTTTCT-3 (GC)(AC)ss...(A)oG (A 5-GTTCAGGTCCTTAGTGTT-3 2 ComponentesImperfectos  AF359948
CN-136 5-CATCGTATCAGATTGAA-3' (AC)4AT(AC)3 5'-AACTAAAGGGGAACAC-3' Componente Imperfecto AF359998
CN-137 5-ATCATGACTATCGTTAT-3 (TATCAT),...(AG)y;;  5-ATATCAGTGACCAAAG3 2 Perfectos AF360003
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CN-44  5-AATACACACACATAATGCGAGCGTGAG-3 (TACG)s...(GT)AT(GT) 5 -TGGCAATGGCAATGGGAATTTCGCAAG
(AT),(GT),AT(GT),... | pted
CN-93  5-ACATAATGCGAGCGTGAG-3' (AC);AT(AC)s...(AC)sAT  5_GGACTCGCCGTTCAAAGA-3 °
(AC),AT(AC),.. (AC)AT i g;rperé?gmt&slmperfectos AF359979
CN-135 5-ATAATGCGAGCGTGAG-3' (AC)s...(AC);AT(AC)AT 5 -ATTCCTTAGCGAACCA-3'
(AC),...(CCATTG);
(CAG),G(CAG),...(GCC),
CN-01  5-TGAAAGAGGAAGAAGGGGGAGGAGG-3' G(GCC)C(GCCQ)s... 5 -TCAGTCAGACAGCAGTGCGGCTTGC-3'
(TCC);...(GGCT)y;...(Cyg 2 Componentes | mperfectos
CN-02  5-TCGTCCCCTACGGTCGGATGGTTTTG-3 ... (CTCC),... 5'-TGAAGCAGAACTCCTCCTCCTCCTCCC-3' 7 Perfectos
(TGTTCCC),...(GCT)... ; g;rf"eg‘:c’;seme Imperfecto
, , (GAAA)A- - (GA)SG (GA)4 , . 1 Componente | mperfecto
CN-03  5-AGCACCAACGGCGAGGCCTTTATCC-3 ..(GAA),...(GGC)s... 5'-CGGAAGAGAGAGCAAACCCTCCACG-3 3 P focton AF124597
(CGG)i(G)5(CGG), .. 1 Companentz Imperecta
CN-04 5 -TTCCAGCAGCGACCAGGAGGTTTGG-3 (GGTCG);...(ACCA),... 5 ATATCCCCGGAGAGGGGGAGAGAAG-3 1 Componente Imperfecto
(TTTAAAACCQC),... 1 Perfecto
(CTT);,CTG(CTT)...
CN-05 5-CCTGCGGAAGGATCATAACGAGCAGTC-3 (GGA);...(AGC)5AC 5'-TCGCTGCTGGAATTGCTGCTGACCC-3
(AGC)s...(AGC),
CN-138 5-GTAGCACCTAGCACTT-3 (TAA),CAA(TAA), 5-CCTCATCCTCATTATT-3 Componente Imperfecto AF360004
CN-53  5-GATCGGGAAATCGGGTCGAGTTCGG-3 (AC)1,GC(AC)y...(AC); 5-TGGGTGTGTGTGTGGGTGTTCCTGTGC3
CN-143 5-GTGGGTGTTCCTGTGC-3 CC(AC)sCC(AC)s 5-AGTGCTTGTGAAGGTG-3' 2 Comporentesimperfectos  AF360038
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CN-45  5-TCACAGATTATGTCCCATTCCCAATTC-3' 5'-CGCAGAACACACACGCCTTTACACACC-3'
CN-94  5-AGATTATGTCCCATTCCC-3 (TC)as...(AGACAG); 5-CCACATTTCCTCCTTCTA-Z 2 Perfectos AF360005
CN-139 5-ATTATGTCCCATTCCC-3' 5-AAGTCGCTATTTGTCG-3'
CN-47  5-GCCAATGGACGAACAGCCAGTCAACCG-3 5 -TCCACGGAGAAGCGAGGGAGAGAAAG-3'
CN-68  5-CGAACAGCCAGTCAACCG-3 T C) 5 -ACGGAGAAGCGAGGGAGA-3' Pertecto AF360015
CN-140 5-CCAATGGACGAACAGC-3 ( 14 5 -GGAGAAGCGAGGGAGA-3'
CN-141 5-GCCAGTCAACCGATTAT-3 5 -ATAGGGTAGCGGAAGG-3'
CN-51  5-TCGTGTGAACTTCCCCGCCCAACTG-3 TC 5 -TGACATGAAGGTGCTTGCGACACTGC-3' Perfecto AF360029
CN-142 5-TGCTACGCCGACAATG-3 ( )7 5 -GAAGGTGCTTGCGACA-3'
CN-145 5-TCTCAGATTGTTCACA-3 (CA)4;sTA(CA),; TA(CA)3y 5-GAATAAGTGTATTGGG-3 Componente Imperfecto AF360041
CN-146 5-CATACTCTTTTCCCCTCC-3' (T) 25 5-ATGGATTTATGAGTAGATTGAT-3' Perfecto AF360045
CN-55  5-ACAGACGCACGCATTCACACGC-3' 5'-GCTCCCAAACGCTACAGTTAAAGACCG-3 1 Perfecto

(CA)...(CA),CG(CA);... i AF360048
CN-73  5-CATTGGAGGCACGAGACA-3' CA)...(CA) (AC) 5 -TTGCTCCCAAACGCTACA-3 1 Componente | mperfecto
CN-147 5-CATTGGAGGCACGAGA-3 (CA)... 18 7 B-ATGCGAAGCATCACAAAC-3 3 Perfectos
CN-39  5-AAGGCCAACAAGGGCATCGACACCG-3 (CGTGGC),...(AC)is 5 -TCGAAGCGACACTTGCCGTCCTTCAG-3' 1 Perfecto Y 14965

GC(AC),

1 Componente | mperfecto
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CN-56 ' TCGGAAATTCGGTGTGGTTGC-3 5 -AATGGCACAGCCGGGGAAATGGAGC-3'
CN-148 5-CATCATCGCTAAAATT-3' (CT)ll 5-CCTTCTGTTGTGGGTAT-3 Parfecto AF360051
CN-58 ' GCACAACTACACCTCGACAACCTCCCC-3 5 - TTCGAGATGGGCGTTGGGTTCTGCG-3'
CN-149 5-CCTTCTGTTGTGGGTAT-3' (A)17 5 -GCATTGGAAATGAATA-3 Parfecto AF360056
CN-54  5-TGCTTGTGAAGGTGTGTGAACGTG-3 5-CAAGATGCGTATGCACACATTGCTG-3
CN-144 5-AGTGCTTGTGAAGGTG-3 (GT)G e (GT)8 5-ATGCTTGAAATTCTGC-3 2 Perfectos AF360040
(TC);TT(TC)(T)s(TC),CC
CN-151 5-CCATAAGGGTCAGAGT-3 (TC)AA(TC)y7...(TA)ss... 5-GAGATTGAGGGAGAAA-3 1 Componente |mperfecto AF360060
(TG)24

CN-79  5-GATGTGGTTGATGAAGTG-3 (CACT)6...(CACG)3...  5.ACGCATTATCTAAATGGC-3 2 Perfectos

‘ ‘ (CA);CG(CA)CG(CA)CG ’ ’ 1 Componente |mperfecto AF360072
CN-154 -TCGTGGTTAAGTGATT-3 (CA)s...(ATATATAC), 5 -GTATTAGATAGAGCTTGTG-3 1 Perfecto
CN-156 5-TCCTTTCTGTCGTTAG-3' (AAC AAA)2 L (TC) 11 5-CGAATTGTATACCGTT-3 Componente | mperfecto AF360090
CN-77  5-CCTAAGGCATAAAAGAAT-3 5 -TCAAGTGCTCAAGGTAAG-3'
CN-78  5-CTGGATACTCTGCCTTTT-3 (TTTT A) 3., (T AT)6 5'-CGTAATTCAACCCTCATT-3' 2 Perfectos AF360065

CN-152

5 -TAGGCTGGATACTCTGC -3

5-CGTAATTCAACCCTCATT-3
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(CT),T(CT)s TT(CT)C(CT)
T(CT),TT(CT)TT(CT),TT

CN-155 5-TCATCCATAACGAAAA-3 (CTAT(CT)AT(CT)TT  5-GAAAGAAAGATAGATAGAAA-3 2 Componentes Imperfectos ~ AF360077
(CT),TT(CT),...(CT),TT
(CT)3(M)a(CT)T(CT)s2
CN-40  5-TGTCAAGGCCAATGCATCAAAGAC-3 (AC);AT(AC);4TC(AC) 5-TGAACGCCCCCATGTGTGAGTGAG-3 Componente Imperfecto AF006630
CN-129 5-TGTCTTTCGAAGTCACG-3 TC(AC), 5 -GGGAAGTAGGTCTGGG-3
(CTC)s...(CTT),(CTC), 1 Perfet
CN-158 5-CACTGGTAATGGGACAC-3 (C);...(CTC),CTT(CTC) 5-AGAAGGAGGAGGATGG-3 > Compo%mteslmperf octos AF360103
C(CTC)CC(CTC),
CN-85 '-CAAGTTTATGTGAGAAAACGAA-3 5'-TACCTGCAATTTGGGGAG-3'
CN-164 5-TCAAGTTTATGTGAGAAAACGAA-3' (CCTAA)1...(CCTAA), 5-CTGCAATTTGGGGAGG-3 2 Perfectos AF360116
CN-165 5-AATTTGGAGTCTCATGG-3 5 -TGGGGAGGTTAGGTTA-3'
CN-166 5-TTGAGAAATCACCCACA-3 (TG);...(TG)11...(TA);TC 5-CCGTTGCCAACATACT-3 2 Perfectos AJ133526
CN-167 5-TTGCTAACCACTCTTGTC-3 A(TA),TCA(TA)gT(TA)3; 5-GCTTCGCCACCTATGA-3 1 Componente Imperfecto
CN-86 '-GGATTAGAGTGATTTACGATCAGAT-3' 5 -ATCTGATCGTAAATCACTCTAATCC-3'
CN-168 5-TACGATCAGATTGTTCA-3' ( AAAG) 8 ( A)G 5 -TTATGGATGTTGTTGC-3 Componente Imperfecto AY 062926

CN-169

'-GGATTAGAGTGATTTACG-3

5-CATTGTTATGGATGTTG-3
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CN-87  5-TAAGACAACCGAGGAGAC-3 5 -TGCGTTCCGAGGCGTTTA-3
CN-170 5-AGAGCTGGAGCGAACTA-3' (GT)9 . ((_“-,T)6 5 -TAAGACAACCGAGGAGAC-3 2 Perfectos AY 062927
CN-171 5-GTTATGGCGGGTCTGG-3' 5'-AGAAGGATGAGGGAAGG-3
CN-08  5-TGGTGCAACAGGACTTGAAGTTGCC-3 (A)z...(T)g(TCTT),...  5-TCGACCTCCTCCTCTTCCACTTCC-3
CN-09 5-GTGTGTTGCGGAATCGAA-3 (TCTT)s...(TCTT),...  5-CTAACCCAATATCGAATC-3 1 Perfecto . U35314
CN-174  5-ATGGCAACAGTGGTCT-3 (TCTT)s...(TTA);...(T)s... 5-TTAACCGATCTCAGAAG-3 & Sormponente Perfecto
CN-175 5-GCCTTTGATACGAAAT-3 (TGA)s...(GAA), 5'-CGTCACATAATCCTCC-3
CN-17  5-GAGAAAACGAAATTTGGAGTCTCCTGG-3 5'-GGTTACAGTACCTGCAATTTGGGGAG-3
CN-176 5-TCAAGTTTATGTGAGAAAACGAA-3 (CTAAC)1L...(CTAAC): g croeantrrocecaces 2 Perfedtos X82619
(AC)s....(AC)3(AT),(AC)s
CN-161 5-CCAAGTTTACAATGACS " (AC)ZQ%QSE’ +(AC)2 g rrrcreatacTerTTT s 1 Parfecto AF360111
6
TC(AC)5(AT)(AC)s
CN-06  5-TAACAAGGTTTCCCGTAGTG-3' (GCA)s...(GCC);GC  5.GAACAGGAACAGAGAGATGC-3 1 Perfecto
(GCC),...(TCC)s... 1 Componente I mperfecto AF463509
CN-07  5-AGCACAGCCGACCAGCAAGGTTTGG-3 (CTGG), 5'-AGGCGCGAACGGGAAAATGG-3 2 Perfectos
CN-48  5-TGGCCTTTATGACTTCCCCCGACG-3 (TC) 8 5'-CGCCTTAAACCGTACAGAAACGGAACG-3 Perfecto AF360024
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CN-49  5-CGGTTTTTGTCTGAAGAGGGACTCGTG-3 (AT)27...(GGATAA)3  5-TCAGACCCGAAGCTGGAATCGAGGACG-3 2 Perfectos AF360026
CN-50 5-TGCAAAAACACACACGCGCACTCTCG-3 (C AAAC A)Z(C A)3 5 -TGACCGCACGTGACCAACTGATGCC-3' Componente Perfecto AF360027
CN-52  5-TTTGTTTGGGTCTCGGGTTCCGCC-3 5 -TGAGTTGAGTAAGTGGGTGAGTGAGGG-3'
CN-71  5-ATCAAACATCAGCACGAA-3 (AC)AG(AC)s; 5-GTAAGTGGGTGAGTGAGG-3 Componente |mperfecto AF360033
(CA);TA(CA)AG(CA)A
A(CA)CG(CA)CG(CA)CG
CN-57  5-ACACACCCATCCAACTACCCACCC-3' (CA)CG(CA),CG(CA),CG 5-TTTGTGTGCGTGTGCGTGTGCG3 2 ComponentesImperfectos  AF360052
(CA);...(CA)CC(CA)CC(C
A),(CA)CC(CA)CC(CA),
CN-59  5-TAGGCCAACCAAATGACGCCCC-3 (AC),TC(AC);...(AC);sAA 5-CGCGGGAGAGAAAACTTTTGAAACAGG-3 2 ComponentesImperfectos AF360067
CN-153 5-ATAGGCTGTAGGATAAAC-3 (AC);...(ATTATCAT), 5-CATCACGGAATGTAAAA-3 1 Perfecto
CN-60  5-CAAGCAGTGGAATCAAAAGTAAGGTGC-3  (TC)s...(TC)s...(TC)ys...  5-TGACCTTTGGGAACCTCTGAGGGAG-3
CN-80  5-GTATTCTGTGACTTCGCATCG-3 (TA)zs...(CT), 5-TATGTCGTCCTCGCTGTA-3 5 Parfectos AF360074
N-61  5-GGAACAGCACACAGGAAAGCAATGCC-3 5 -AATGCCATGAGGGTGCGTGTGAGGG-3
CN-6 (CTATCT),...(TC)1g 2 Perfctos AF360101

CN-157

5

-GAAAGCAATGCCTGTT-3

5-GCTATTTAAGCGAGTGT-3
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(CA),CG(CA)CG(CA),
CG(CA),CG(CA)CG
CN-62  5-AGCGCGAGAGAACACATGACCGCACAC-3 (cgék;i(gé’:\)i%g(@g)e 5 -AAACCGGATTTCCCCCACCAACGCC-3' 2 Componentes | mperfectos AF360102
CG(CA),...(TA),,CA(TA),
CA(TA)s
CN-63  5-TGGCTCGACCGGCTTCCTTAACCTG -3 ' TCAGGAGATGGTCCGCGTGTGGATTGG-3'
CN-84  5-GGGTTATGATGACCAAAG-3 (GA)RAA(GA) "-ATTGGGTCTCGGAGTTTA-3 Componente Imperfecto AF360114
CN-64  5-CGGGGGCGTGTATGTGTGTGTGATG-3 5 -TGGTTGGGGACGCCATTGATGC-3
CN-162 5-ACCACCGAAAAGGTAGGA-3 (AG)9 5 -GGGACGCCATTGATGC-3' Perfecto AF360115
CN-163 5-TGTTTTGGTGATTTTGTTTG-3 ' TTGAAGTCGCTGGTTGG-3
CN-65  5-GATAGATAGACAGATGGAT-3 (ATAG);...(ATAG),... "-AAAATAATATGGAAGTGC-3' 4 Perfectos
‘ ‘ (ATAC),...(AGAC),... 1 Componente Imperfecto AF006629

CN-128 5-ATAGATAGACAGATGGAT-3 (AG),,A(AG)x "-AATAATATGGAAGTGC-3'

(TTC),GTC(TTC),GTC
CN-66  5-AACTTCCACATTCCCTAT-3 (Ms(TTC)a... '.CTTACATTCGACTGAGCT-3 1 Componente I mperfecto AF359996

(TTTCT);...(CTTG),...
(CTTG),

3 Perfectos
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CN-46  5-TGTCAAGAGTAGAAGAGGCAGGGCGGE  (TC)7.(CTTTCT),C(T)sC 5 AAGCAGGAAGGGTGGGAACAAGGCG-3 1 Parfecto AF360007
T);AT(CT)4...(CT),TT
CN-67  5-GAAGAGGCAGGGCGGATTT-3 ( (223T)C(G ((g% C(C)(C)'?')S 5 -GGAAGGGTGGGAACAAGG-3 2 Componentes I mperfectos
CN-11 '-CCTGTGATAAATGCATTGGCAATCAGC-3 (—[(-_?g_?g_lc_; C);Z)(I_Ic_:gf )3 5'-CACGCACGGACATGTATACGCACACG-3 Componente Perfecto AF360021
9 16
CN-69 '-AATCGACTGAATTATTATGG-3' (ATCC) 4 5 - TTACGTGAATGCTTGGTA-3 Perfecto AF360025
(AAATGAAA),...  Perf
CN-70 "-TATGTTATTTATCTCCTGTC-3 (ATT)s.. ._I(_'gl('_'rl'g)'l'C)Z(TC)G 5'-TCGTCACCATAACCAGAG-3 1 Comp rertelm perfecto AF360028
2
CN-74 '-AAAGGAGCAAAGTCAAGT-3 (T'(I'EI)—C) 3(1;'__|_(grgzér_;— C) 5 -GAATAAGAGGAAAGGGAG-3 2 Componentes | mperfectos AF360057
3 s 3 5
CN-14 ' TCGCTTCCACAAGAACTTTGCACCAG-3 (AAT)T(ATT)SATC 5 -TGCATCCCATTTGTAACGATTTGC-3
(ATT),ATC(ATT), Componente Imperfecto AF360059
CN-75 ' TTGCTGGTATTCGCTTCC-3' 5'-CCATTTGTAACGATTTGC-3'

(ATA)14




173

(CTT)s...(CTT),...(CTT)s

CT(CTT)T(CTT)GTT
R - o (CTT)GAT(CTT)GAT . R 2 Perfectos
CN-76  5-AATGGGTCAGCATCAAAC-3 (CTT),CAT(CTT)CT 5 -GAGGAGGAAGAAGAGGAAG-3 iggg?:emslmpefectos AF360064
(CCT),...(CTT)sCCT
(CTT),... (TCCTCC),
CN-15 5-TGGTCATCACGCCGAAGCAGCCTTG-3' (CGCA)s...(CACT),... 5 -TTCGGAGCTGGTGATGGATGAGGGG-3'
(CA(CT)ZO- . (C)A)“O- 2 6 Parfectos AF360082
, , CCCCTO),... , ,
CN-81  5-GTCATCACGCCGAAGCAG-3 (CGGCGGGC), 5'-CGTCGCTCTTCAAGGATT-3
CN-82  5-TTGGAGTCTCCTGGTTAA-3 (CCTA(\éggngﬁ;AAk "' 5.GGTTACAGTACCAGCAAT-3 1 gggﬁ’gﬁe Perfecto AF360085
2
CN-16  5-ACGAAGTGGAGGAGGAGGCAATGGG-3' 5 -CGGGGTTGGAGGAGGCAGCATAAAAGC-3'
1 Componente Imperfecto
CN-83  5-GAGCAAATAAGAAAGGGCAATC-3 (TG),CG(TG);...(TG)s... 5-AAAGCACCCAGTGTAGCC-3 1 Perfecto AF360109
CN-159 5-AAGAACGAAGTGGAGGAG-3 (CT);CC(CT)s5...(CT);;  5-AAGCACCCAGTGTAGCC-3 1 Componente Imperfecto
CN-160 5-AAGGGCAATCGAAGAAG-3' 5 -AAGGATTAGGGCGGATA-3' 1 Perfecto
CN-101 5-TTTCCGTCTCAGATGCTC-3 (GT)3 L (ATG T)3 5'-GCGATGGATAGACGAAAT-3 2 Perfectos AF390146
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5-GAGAAAACGAAATTTGGAGTCTCCTGG-3
5-ATTTGGAGTCTCCTGGTT-3'

(CCTAA);...(CCTAA);... 5-CAGTACCTGCAATTTGGGGAGGTTAGG-3
(CCTAA), 5'-AATCACTCTAATCCACGA-3'

3 Perfectos

AF360044

5 -CTCCTTTGGACCTACCCT-3

(CTC)TTT(CTC)TTC

5 -AAAGACGGTGAAATAGGA-3
(CTC),

Componente |mperfecto

AF359959

5-CCCCAGGTGAGAAGAC-3

(TCC)s...(TCA)(TTA)
(TCA);TCC(TCA)TTA)
(TCA)(TTA),CCA
(TTATCA),
(TCA)(TTATCA),(TCA)
TCG(TCA),(TTA)(TCA);

CCA(TCA),... 5 -CCAGATGGGTAAAGATA-3
(GAT)GT(GAT),AAT
(GAT),...(AAT),GAT
(AAT);...
(ATT);ACC(ATT)o(ATC),
(ATT)GTT(ATT),...
(CAT),

1 Perfecto
4 Componentes |mperfectos
1 Perfecto

AF360097

5 -TGAGAAAACGAAATTTGGAGTCTCCTG-3'

5 -ACCTAACCTCCCTAAAT-3

(CCTAA),...(CCTAA),... 5.cCTGCAATTTGGGGAGGTTAGGTTAGG-3

(CCTAA);...(CCTAA),...
(CCTAA)g B (CCTAA)Z 5'-TCACTCTAACCCACGA-3

6 Perfectos

AF360058

5 -GTGATGTCGTCGTACTACTGG-3'
5 -ACGACTGGTGGGACAACG-3

(CAT),CGT(CAT);...  5-AGCCCTTGTTGCCTCTGC-3
(TGAACATC), 5'-GCCCACAGTCACGCTCTT-3'

1 Componente Imperfecto
1 Perfecto

AJ133119
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Qi s (GTC)CTOGTE), | o A7
CN-108 5-TGCTTGTGCTCCTGGTGG-3 (G G A) 5 5-TTGGGTTTCGTCACTGTCTCC-3 Perfecto BQ111249
CN-112 5-TCACCATCAAAGGCTGTA-3 (T)2s 5-TCTTGTGGGTCTTTGCTG-3 Perfecto BQ111262
CN-103 5-GAGGGTCAAGCCTACTGC-3 ( GG T)3 . ( AAAG ) 3 5-AAACATCGGTCGTCCTTC3 2 Perfectos AF430078
CN-126 5-GGCGACGACTTTGATAAT-3 (T)Q(C‘r((-;rzgig,&fé;)a """ B-CTGCTCGTTGCCCTCATT-3 i g;?‘e';?geme Imperfecto Y 15040
CN-124 5-CGCTGACCTTTGACCTGA-3 (C GTCG C)2 5'-CTCAGTGCCTCCCACGAT-3' Perfecto Y 10666
CN-125 5-CGTTCACGCTCCAGATGA-3' (CGTGGC)s...(AC)1g  5-GAATCCGTTCATTGTGGC3 2 Perfectos Y 13924
CN-121 5-TAATGGGTGAAGGCTATG3 (GTC),CTC(GTC),...(T)ss 5-CCTTTACTTCCCTACCAGS 1 Componente Imperfecto AY167044

1 Perfecto
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ANEXO II

EXTRACCION ADN POR EL METODO CTAB
e Colocar en un tubo ependorf de 1.5 ml una muestra de tejido (50-100 mg).
e Adicionar 500 pl de solucién CTAB y 5 pl de proteinasa K (100mg/ml)
e Mezclar por 5 segundos.
¢ Incubar en bafio maria a 66°C por 2 horas.
e Macerar la muestra.
e Incubar en bafio maria a 66°C por 1 hora.
e Adicionar 250 pl de Fenol buferado y 250 pl de cloroformo.
e Agitar manualmente 20 veces aprox.
¢ Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos.
e Recuperar 350 pl del sobrenadante en un nuevo tubo y anadir 350 pl de
cloroformo.
e Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos.
e Tomar la fase acuosa y colocarla en un nuevo tubo
e Adicionar 500 pl de etanol al 100%, helado.
e Colocar a —20°C por 8 horas.
e Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos (apariciéon del pellet).
e Retirar el etanol y agregar 500 pl de etanol al 70% helado.
e Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos.
e Retirar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
e Disolver el pellet en 100 pl de H20 milliq autoclavada.
e Preservar el Dna a -20°C.

(Shahjahan et.al.,1995)
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EXTRACCION ADN POR EL METODO CHELEX
Tomar una minima cantidad de muestra (5 mg aprox) de cualquier tejido.
En un tubo Ependor de 1.5 ml colocar 5 pl de proteinasa K (20 mg/ml).
Anadir 600 ul de Chelex 100 Resin al 5%
Colocar la muestra en el tubo y mezclar bien.
Introducir los tubos en bafio Maria a 55°C por una hora (puede ser toda
la noche).
Para desactivar la proteinasa K hay que incrementar la temperatura en
un bafio Maria de 90°C a 100°C.
Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
Centrifugar a 13000 g por 5 minutos. El ADN se encuentra en el
sobrenadante.

Utilizar para la amplificacién (PCR) o guardar A -20°C.

NOTA: Cada vez que se necesite utilizar la muestra, es prescindible

descongelar y centrifugar a 13000g por 5 minutos.
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30% ACRILAMIDA (STOCK)
acrilamida 29¢g
N,N’-Metilenobisacrilamida lg
H20 a 100 ml
Calentar la solucion a 37°C hasta disolver los reactivos.

Filtrar

100 ml DE GEL DE POLIACRILAMIA 6%
H20 59.3 ml

Acrilamida 30% (Acrilamida:bisacrilamida 29:1) 20 ml

TBE 5X 20 ml
Amonio Persulfato 10% 0.5ml
TEMED 0.1 ml

(Sambrook et al, 1989)

RESOLUCION DE ADN EN POLIACRILAMIDA

% Acrilamida Rango de separacién (pb)

20.0 5-100
15.0 20-150
12.0 40-200
10.0 50-300
8.0 60-400
6.0 70-500
4.0 500-1500

3.0 1000-2500
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TBE (Tris-Borate) PARA CONCENTRACION 5X EN UN LITRO
Tris base S4¢g
Acido Bérico 275¢g

EDTA 0.5M pH 8.0 20 ml

EDTA 0.5 M
En 300 ml de agua en un beaker anadir:
93.05 g de EDTA-Na-:2H20
Mezclar e ir anadiendo 10 N NaOH hasta alcanzar pH 8.0
(no se hara solucién hasta que alcance aprox. pH 7.0)

Anadir H20 hasta alcanzar los 500 ml.

TAMPON DE CARGA
Azul Bromofenol 0.25%
Xylene cyanol FF  0.25%
Glicerol en agua 30%

(Sambrook et al., 1989)
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TINCION DE PLATA

SOLUCIONES
PASO (Para 1.5 1) TIEMPO
Fiiacién 10% Etanol + 5% AcidoAcético (150 ml 15 minutos
J Etanol, 7.5 ml Ac. Acético, 895 ml Agua)
Imoreenacion 0.011 M Nitrato de Plata (2.79g N. de 95 minutos
preg Plata, 1.5 L de agua)
Lavado Agua Deionizada (2 L) 1 minuto
0.75 M NaOH + 0.085 M Formaldehido
Revelado (45 g NaOH, 10.5 ml Formaldehido 0.8% 10-15 minutos
en 1.5 L de solucién)
Finalizacion 0.07 M Carbonato de Sodio (11.13 g de 5 minutos

Carbonato de Sodio en 1.5 L de solucion)

(Dinesh el al., 1995)



ANEXO III

Genotipo Genotipo
Mic Genotipos observados esperado | n | Ji | Segr. | Anul Genotipos observados esperado n Ji Segr. Anul
FAMILIA 1 FAMILIA 2
CN-54 > 80% 1457/145 145é169 6 12 0,564 11
CN-67 2351251 235é261 251é253 253;261 3 12 0,083 11101 2 > 80%
CN-84 > 80% 2874293 293;293 6 12 0,248 11+
241/241 . . 2411241 . .
CN-135 14 14 14 1 13 13 13 1
CN-142 211/211 15 15 . 1% 197/209 197/211 205/209 205/211 325 13 0,838 1111
15 3 4 2 4
CN-148 215;215 215;221 7 14 1 1:1* > 80%
CN-159 > 80% > 80%
FAMILIA 3 FAMILIA 4
CN-54 > 80% > 80%
CN-67 > 80% 23921251 239é259 251(;259 259[:259 3 12 0,083 1111
CN-84 2932293 293;297 2932313 297‘;313 3 12 0,112 1:1:1:1% 2 > 80%
CN-135 2411/3241 13 13 * 1+ 2414241 2418/249 7 14 0,593 1:1*
CN-142 2117211 11 11 . 1+ 3 1971211 211211 7.5 15 0,197 1:1%
11 5 10
CN-148 2051205 13 13 . 1 1 > 80%
CN-159 > 80% 173173 173181 181/181 (2) 3,25 13 0,141 1201
1 6 6 6,5
FAMILIA 5 FAMILIA 6
CN-54 145/145 12 12 . 1% 2 1271143 127147 133143 133147 325 13 0,691 110101
12 3 5 2 3
CN-67 233£251 233é259 251:2251 251;259 3,5 14 0,463 1:1:1:1* 1 > 80%
CN-84 287/291 2877297 291/291 291/297 3 12 0,572 10111 2 287293 293/293 7 14 1 1.1%
5 2 3 2 7 7
CN-135 > 80% aarzan 13 13 * 1
CN-142 197/213 197/221 205/213 205/221 3,5 14 0,699 1:1:101 1 2051213 205/221 211/213 2117221 3,5 14 0,463 1111
5 2 4 3 5 2 5 2
CN-148 > 80% > 80%
CN-159 > 80% > 80%
FAMILIA 7 FAMILIA 8
CN-54 1332145 133‘13147 145é169 147;169 35 14 0,143 11101 1 145;145 14521147 14561169 14701169 325 13 0108 1111
CN-67 235/235 235/241 235/253 241/253 3.25 13 0,557 1:1:1:1% 2 2331233 233/239 233/253 239/253 375 15 0,865 1:1:1:1%
2 4 5 2 3 3 4 5
CN-84 > 80% > 80%
2411241 N R 241 R R
CN-135 15 15 15 1 15 15 15 1
CN-142 > 80% > 80%
CN-148 2111211 2111217 211é221 217:/;221 3.5 14 0,294 1:1:1:1% 1 2116/211 211;217 211;221 217;221 375 15 0,615 1:1:1:1%
CN-159 1691169 1692183 183;]83 (2)52,5 10 0,549 1001 169‘(169 169‘(183 183‘(183 (2‘)33 12 0513 1201
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Mic Genotipos observados Genotipo n Ji Segr. Anul Genotipos observados Genotipo n Ji Segr. Anul
esperado esperado
FAMILIA 9 FAMILIA 10
CN-54 129é145 145é145 6.5 13 0,405 1:1* > 80%
CN-67 249/255 249/259 255/259 259/259 3.5 14 0,112 1:1:101% 2331255 233/259 2491255 2491259 375 15 0,737 1010101
1 2 4 7 2 5 4 4
CN-84 2917297 291/301 293/297 293/301 3,25 13 0,209 1:1:1:1 293/293 15 15 . 1%
6 1 2 4 15
2417241 R N 2411241 R R
CN-135 15 15 15 1 15 15 15 1
CN-142 2057209 2097209 5,5 11 0,366 1:1% 211211 15 15 * 1*
7 4 15
CN-148 > 80% Zli/1217 11 11 * 1
CN-159 > 80% rrsnrs trsnst 6 12 0083 11
FAMILIA 11 FAMILIA 12
CN-54 > 80% 1458’“5 “51185 6 12 0,248 11
CN-67 > 80% 2491249 249/259 259/259 (2) 3,25 13 0,891 1:2:1
4 6 3 6,5
CN-84 > 80% > 80%
241/241 N R 2411241 N N
CN-135 14 14 14 1 14 14 14 1
CN-142 211/211 211/213 6.5 13 0,405 1:1% 2057205 205/211 211211 (2)3,5 14 0.867 1:2:1
5 8 4 6 4 7
CN-148 > 80% zieeLs 9 9 . 1
CN-159 173/173 9 9 . 1+ 1731173 173/181 181/181 3 12 0,368 1:2:1
9 5 4 3
FAMILIA 13 FAMILIA 14
CN-54 133/145 133/187 145/145 145/187 375 15 0,068 11101 133/133 133/147 1471147 (2) 3,25 13 0112 121
3 0 5 7 6 3 4 6,5
CN-67 2491249 249/259 259/259 (2) 3,75 15 0,983 121 233/251 233/259 249/259 249/251 325 13 0,209 110101
4 7 4 7 4 5 4 0
CN-84 293;293 2934313 6 12 0,564 1:1* 2376/293 2939/293 7,5 15 0,439 1:1*
CN-135 241/241 15 15 * 1* 241241 15 15 * 1*
15 15
CN-142 205/205 205/209 209/209 (2) 3,25 13 0,281 1211 > 80%
1 7 5 6,5
CN-148 2181215 14 14 . 1 > 80%
CN-159 173/173 173/181 181/181 (2) 3,75 15 0,183 1201 > 80%
5 4 6 7.5
FAMILIA 15 FAMILIA 16
CN-54 133/133 133/147 1471147 (2) 3,75 13 0,634 121 129/129 129/145 7.5 15 0,796 1:1%
5 5 3 6,5 8 7
CN-67 239/249 2497249 55 11 0,763 1.1+ 2411247 241/251 2471247 247251 3 12 0.198 11101
5 6 4 3 5 0
CN-84 283/287 2871287 6.5 13 0,052 101 285/289 289/289 7.5 15 0,197 1:1%
3 10 5 10
241/241 N R 2411241 N N
CN-135 13 13 13 1 15 15 15 1
CN-142 197:3209 209;219 4,5 9 0,317 1:1 1978/209 20971219 7.5 15 0,796 1:1
CN-148 2151/3217 13 13 * 1 2155/217 2178/217 6,5 13 0,405 11
CN-159 173:/5173 173:/3181 181;181 (2)525;75 11 0,223 121 1732/173 173/181 181:;181 (2) 2,25 9 0.846 1:2:1
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Genotipo . . Genotipo
Mic Genotipos observados esperado | n Ji | Segr. | Anul Genotipos observados esperado n Ji Segr. Anul
FAMILIA 17 FAMILIA 18
_ 129/129 129/145 145/145 (2) 3,75 5. 133/133 133/147 147/147 (2)3.5 .
CN-54 4 10 1 75 15 0,238 1:2:1 6 6 2 7 14 0,276 1:2:1
CN-67 > 80% 2413{247 2413{251 2476/247 247[2251 3 12 0,112 1:1:1:1%
CN-84 2854259 239é239 65 13 0,166 1:1* 2854259 2899/289 7 14 0,285 1:1%
2417241 . N 2417241 N N
CN-135 P 15 15 1 15 15 15 1
CN-142 197509 209;219 75 15 0,796 1:1 1974209 209{;219 6,5 13 0,405 11
CN-148 215/217 217[/5217 65 13 0.782 IR 215217 2175/217 R 12 0.564 L1
CN-159 173/173 173/181 25 5 0,655 1:1+ 173/173 173/181 181/181 (2) 2,25 9 0.389 1:2:1
2 3 2 3 4 4,5
FAMILIA 19 FAMILIA 20
CN-54 > 80% 133é133 133(;145 1452/145 (2)73‘5 14 0276 121
CN-67 235;251 235;267 247‘/‘251 2471/267 35 14 0112 110101 > 80%
CN-84 279/279 279/299 2997299 2)3 12 0,368 121 S 0%
5 4 3 6
2417241 . N 2417241 N N
CN-135 15 15 15 1 15 15 15 1
CN-142 211/211 2117213 75 s 0.796 Toir 197/209 1971213 209213 2131213 225 N 0392 L1111
7 8 4 3 1 1
213/213 N N 215215 N N
CN-148 13 13 13 1 13 13 13 1
CN-159 > 80% 169/169 169/183 183/183 (2) 2,75 11 0,293 1:2:1
2 4 5 5,5
FAMILIA 21 FAMILIA 22
CN-54 > 80% 193083 13 13 . 1
CN-67 S 80% 233[1247 2333/279 247;299 279;299 35 14 0,963 1111
CN-84 - 80% 285/285 285/295 2951295 (2)3.5 14 0.208 121
6 4 4 7
CN-135 > 80% 2341241 aarian 7 14 0109 11
CN-142 197£211 197£213 211511 2112/213 2,75 11 0,484 1:1:1:1* > 80%
215 N R 2151215 R R
CN-148 13 13 1 9 9 9 1
CN-159 > 80% 189/189 189/191 191/191 (2) 2,75 11 0,956 1:2:1
3 5 3 55
FAMILIA 23 FAMILIA 24
CN-54 133?” 133é147 6 12 1 1:1* 2 > 80%
CN-67 > 80% > 80%
CN-84 > 80% 245/293 2451287 287/293 293/293 3 12 0.198 101:1:1%
4 0 5 3
CN-135 > 80% aizal 12 12 . 1
CN-142 195/209 195/211 209/211 211/211 3,25 13 0,072 1:1:1:1% 2 195/203 195/209 209/209 209/217 325 13 0,972 1:1:1:1%
2 0 6 5 3 3 4 3
CN-148 > 80% > 80%
CN-159 175;175 175;181 1812181 (2)525,75 11 0,075 1901 2 > 80%
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. . Genotipo . . Genotipo
Mic. Genotipos observados esperado | n | Ji | Segr. | Anul Genotipos observados esperado n Ji Segr. Anul
FAMILIA 25 FAMILIA 26
CN-54 1331/5133 15 15 * 1* > 80%
CN-67 2401249 13 13 . 1 2 > 80%
CN-84 2897289 289/293 293/293 (2)3.75 s 0.407 121 - 80%
6 6 7.5
2417241 N . 2411241 N N
CN-135 15 15 15 1 15 15 15 1
CN-142 199é207 1992215 207;211 211;215 3,75 15 0,334 11101 2112/213 2111/221 2135/213 213‘:221 3 12 0.343 101010 1%
CN-148 211/211 211/213 213/213 (2) 3,75 15 0333 121 2131217 215/217 75 15 0796 11
6 5 4 7.5 8 7
CN-159 171/171 171/175 175/175 (2) 3,75 15 0,407 1:2:1 175/183 181/183 6 12 1 11 3
6 6 3 7,5 6 6
FAMILIA 27 FAMILIA 28
CN-54 133é133 133;145 3,5 7 0,257 1:1* > 80%
CN-67 2337251 233/269 251/305 2697305 375 s 0260 1111 2331249 2331259 2491253 2531259 375 3 0801 1111 A
3 6 1 5 2 3 4 4
N84 2951/5295 15 15 « 10 > 80%
2417241 N . 241241 N N
CN-135 14 14 14 1 13 13 13 1 2
CN-142 iz 13 13 . 1 > 80%
CN-148 2151/5215 15 15 * 1* > 80%
CN-159 > 80% > 80%
FAMILIA 29 FAMILIA 30
CN-54 1331/4133 14 14 « 1% > 80%
CN-67 2351253 2351308 6.5 13 0405 111 2 > 80%
CN-84 > 80% 291;297 2910/301 297;297 2971/301 25 10 0.079 11010 1%
CN-135 241/241 15 15 * 1 2417241 13 13 * 1 2
15 13
CN-142 2092211 211é211 6.5 13 0,405 1.1+ 2 197;211 1972/213 2072/211 207‘:213 325 13 0,557 11101 2
213/213 N R 2151215 2151221 .
CN-148 14 14 14 1 10 P 7 14 0,109 1:1
CN-159 1737173 173/181 1817181 (2) 2,25 B 0,092 121 S 80%
2 4,5
FAMILIA 31 FAMILIA 32
CN-54 > 80% 14?./1167 145;169 7.5 15 0,659 1:1
CN-67 233/233 233/253 253/253 (2) 3,75 15 0,435 1201 > 80%
5 5 5 7.5
CN-84 > 80% 295295 14 14 . 1
241/241 241/249 . 2411241 . .
CN-135 10 4 7 14 0,109 1:1 15 15 15 1
CN-142 > 80% 1953/195 1952/205 1951/209 205é209 3 12 0,198 101010 1%
215/215 215/217 217/217 (2) 2,75 R 2151215 N N
CN-148 3 s 3 5.5 11 0,956 1:2:1 3 15 15 15 1
P - 80% 1733{173 1737/131 1813{181 (2)635,25 1o 0.962 121
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ANEXO IV
COSTOS DE EQUIPOS Y MATERIALES RECICLABLES DE BIOLOGIA
MOLECULAR
EQUIPOS

Equipo / Material Costo unidad Unidades Total (+ 40%) *
Agitador $ 259,40 1 $ 363,16
Baéa(t)rllza de resolucion $ 349,90 1 $ 489,86
Camara para PCR $ 1.725,00 1 $2.415,00
Cémara vertical de $ 1.100,00 4 $ 6.160,00

electroforesis
Centrifuga (para 20 tubos) $ 3.000,00 1 $ 4.200,00
Congelador (de -20°C) $ 5.000,00 1 $ 7.000,00
Fuente de poder Biorad $ 800,00 1 $ 1.120,00
Termociclador $ 2.950,00 1 $ 4.067,47
Vortex $ 354,20 1 $ 495,88
Pipeta de succion

Mecanica $ 65,30 1 $ 91,42
Pipeta Regulable 100 pl $ 248,00 1 $ 347,20
Pipeta Regulable 1000 ul $ 248,00 1 $ 347,20
Pipeta Regulable 200 pl $ 248,00 1 $ 347,20

MATERIALES RECICLABLES

Probetas Plasticas 1L $ 37,90 2 $ 106,12
Peineta molde $ 0,50 6 $ 4,20
Pipetas de vidrio 5 ml (50

unidades) $ 29,10 1 $ 40,74
Pipetas de vidrio 10 ml

(50 unidades) $ 29,10 1 $ 43,12
Bidén de agua 20L $ 135,50 2 $ 379,40
Gavetas $ 12,00 6 $ 72,00
Porta Eppendorf 1.5 ml $ 19,30 4 $ 108,08
Vidrios cobertores $ 3,00 30 $ 90,00

TOTAL

$ 28.342,05
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COSTO DE MATERIALES DESECHABLES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Material Costo Unidad Unidades Total (+40%)
Envases para pesar
(500 unidades) $ 92,40 1 $ 129,36
Guantes Quirargicos
(paquete de 50) $ 14,40 2 $ 40’32
Papel Aluminio2 $ 1,08 1 $ 1,08
Papel Toallaa $ 1,41 2 $ 2,80
Peineta moldea $ 0,50 6 $ 4,20
Puntas de Pipeta 200 i
(1000 unidades) $ 58,40 1 $ 81,76
Puntas de Pipeta 1000 u1
(1000 unidades) $ 58,40 1 $ 81,76
Puntas de Pipetas 10 pl $ 32,40 1 $ 45,36
Tubos Eppendorf 1.5 mi
(500 unidades) $ 17,80 2 $ 49,84
Tubos para PCR 200 pl
(1000 unidades) $ 28,57 4 $ 159,99
TOTAL $ 596,47

a Precios nacionales
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COSTO DE REACTIVOS PARA LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

PCR

Reactivo Costo unidad Unidades Total (+ 40%) 2
Aceite Mineral s00m $ 27,80 1 $ 38,92
Chelex!190 5094 $ 530,50 1 $ 742,70
DNTPs $ 320,00 1 $ 448,00
iniciadores $ 20,00 136 $ 2.720,00
Proteinasa K 25 mg $ 53,70 3 $ 225,54
Taq Polimerasa y Buffers $ 640,00 1 $ 896,00

TINCION

Ac. Acético 2 N 500 mi $ 22,60 1 $ 31,64
Ac.Boérico 1 kg $ 65,00 1 $ 91,00
Archilamida 1 kg $ 240,00 1 $ 336,00
Amonio Persulfato 1004 $ 27,80 1 $ 38,92
Bis-acrilamida sg $ 157,20 6 $ 220,08
Carbonato de Sodio soog $ 27,20 1 $ 38,08
EDTA 1k $ 127,00 1 $ 177,80
Etanol 3L $ 165,00 1 $ 231,00
Formol 3L $ 166,00 1 $ 232,40
Hidréxido de Sodio 1 kg $ 48,50 1 $ 67,90
Marcador Molecular 1opb $ 150,00 1 $ 210,00
Nitrato de Plata 1004 $ 181,90 1 $ 254,66
Tampon Tris 1kg $ 89,70 1 $ 125,58
TEMED 100 ml $ 73,50 1 $ 102,90

TOTAL $ 7.229,12

a Tasa incremental aproximada por importacion.



ANEXO V

GASTO DE MATERIALES DESECHABLES PARA EL PROYECTO DE
IDENTIFICACION DE FAMILIAS (480 INDIVIDUOS)

Cantidad
.. Costo de
Material Presentacion presenta de Costo

(N.Unidades) = .~ unidades

utilizadas
Guantes 50 U $ 20,16 50U $ 20,16

Quirurgicos

Papel Toalla 1U0 $ 1,41 2U0 $ 2,82
Puzf(}gils de Pipeta 1000U $ 81,76 3549U $ 290,17
P‘ﬁgggl; de Pipeta 1000U $ 81,76 560U $ 45,79
P‘ﬁfolfjls de Pipetas 1000U $ 19,04 5U $ 0,10
Tufgoni Eppendorf 500 U $ 2492 480U $ 23,92
T‘g‘ggf;l para PCR 1000U $ 40,00 3360U $ 134,40
TOTAL $ 517.36

Precios Sigma 2002 - 2003
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GASTO DE REACTIVOS PARA EL PROYECTO DE IDENTIFICACION
DE FAMILIAS (480 INDIVIDUOS)

PCR
Reactivo Unidad Costo U. Ca.n .tldad Total
Utilizada
Proteinasa K 25 mg $ 75,18 56 mg $ 168,40
dNTPs Sto%(egigiﬁgéooo $ 448,00 3.360 reacciones $ 73,92
Taq Polimerasa Stock para 9.000 .

y Buffers Reacciones $ 896,00 3.360 reacciones $ 334,50
iniciadores Stocé{egjéijgéooo $ 20,00 6.720 reacciones $ 6,72
Aceite Mineral 500 ml $ 38,92 20,16 ml $ 1,50

TINCION DE GELES
Ac. Acético(2 N) 500 ml $ 31,64 150 ml $ 10,17
Ac.Boérico 1 Kg $ 91,00 76,23 g $ 7,43
Acrilamida 1 Kg $ 336,00 803,88 g $ 289,40
Amonio

ST 100 g $ 38,92 693g $ 2,89
Bis-acrilamida 5g $ 220,08 27,72 g $ 1.307,28
Carbonato de

i 500 g $ 38,08 220g $ 17,95
Chelex!00 500 g $ 742,70 144¢ $ 22,92
EDTA 1 Kg $ 177,80 17.20 g $ 3,28
Etanol 3L $ 231,00 3000 ml $ 247,50
Formaldehido 3L $ 232,40 210 ml $ 17,43
Hidroéxido de

S 1 Kg $ 67,90 900g $ 65,48
Marcador

Molecular ?g%cfsgzﬁos $ 210,00 749 espacios $ 104,86

(10 pb) )

Nitrato de Plata 100 g $ 254,66 56 g $ 152,80

Tampén Tris 1 Kg $ 125,58 149.69g $ 20,14

TEMED 100 ml $ 102,90 13.86 ml $ 15,28
TOTAL $ 2.869,85
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ANEXO VI

1. GALPON DE MADURACION DE HORMIGON ARMADO

190

Material/Mano De Obra Unidad Costo U. Cant Total
Mano de obra :

(8 Maestros, 3 Oficiales) Dia $ 40,00 30 $ 1.200,00
Alambre 20 Kg $ 13,74 10 $ 137,40
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 49 $ 441,00
Varilla de Hierro 1/4 6 m $ 0,58 651 $ 377,58
Varilla de Hierro 10 mm 12 m $ 4,20 218 $ 915,60
Varilla de Hierro 8 mm 12 m $ 3,03 218 $ 660,54
Bloque pl 9 Rocafuerte 1 $ 0,30 4550 $ 1.365.00

(89x19x9cm) ’ ’
Caja de desaguie 1 $ 11,88 4 $ 47,52
Cemento Rocafuerte 50 Kg $ 5,60 450 $2.520,00
Clavos 2 w’ 1Lb $ 0,50 16 $ 8,00
Cuarto y juego de bano 1 $ 300,00 1 $ 300,00
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 25,00 62 $1.550,00
Puerta (2.5 x 0.8 m) 1 $ 60,00 2 $ 120,00
Tabl()n de enCOfradO 1 $ 2’50 376 $ 940’00

(4x0.2m)

TeChO de Eternit 1 $ 6,41 390 $2.499,9O

(1.8 x0.9 m)

Techo transparente de

fibra de vidrio 1 $ 9,22 6 $ 5532

(1.8 x 0.9m)

Tiras de mad.e‘ra para 1 $ 0,50 104 $ 52,00

construccion (5 m)

Tiras de madera para 1 $ 1,60 376 $ 601,60

techado (3.5 m)

TOTAL

$ 13.791,46




1.1. IMPLEMENTOS DE MADURACION (TUBERIAS Y LLAVES)

Descripcion Unidad Costo U. Cant Total
Botellon de oxigeno 1 $ 275,00 1 $ 275,00
Codos 1' 1 $ 0,26 16 $ 4,16
Codos 2 1 $ 1,20 18 $ 21,60
Llave de agua 1 1 $ 3,15 30 $ 94,50
Llave de agua 2 1 $ 8,30 5 $ 41,50
Llave de aire para fiola 1 $ 1,00 80 $ 80,00
Manguera transparente

g/ellgada para aireacion Im $ 0,12 268 $ 32,16
Llave de aire 1/2' 1 $ 2,00 16 $ 32,00
Piedra difusora 1 $ 1,50 80 $ 120,00
Puntas de toma de agua 1 $ 300,00 1 $ 300,00
Tapones 2 1 $ 0,58 15 $ 8,70
Tuberia de desague & 3m $ 19,60 10 $ 196,00
Tugzgggijniesjgue 3m $ 400 13 $ 52,00
Mpeadedese an s oses 7 8 aLie
Tuberia} de entrada de aire 6 m $ 860 5 $ 43,00

Plastigama 2'

Tuberia} de entrada de agua 6 m $  3.00 9 $ 6,00

Plastigama 1’

Tuberia de entrada 6 m $ 860 8 $ 68,80

Plastigama 2'

TOTAL

$ 1.416,58
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2. MATERIALES PARA LA CONSTRUCCION DE DOS TANQUES DE

LARVICULTURA DE 13 m3 DE CONCRETO

Descripcion Unidad Costo U. Cant Total
Maﬁ%&ié’gg"" | oficial) Dia $ 15,00 10 $ 150,00
Alambre 20 Kg $ 13,74 2 $ 27,48
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 9 $ 81,00
Varilla de Hierro 8mm 12 m $ 3,03 73 $ 221,19
Varilla de Hierro 10 mm 12 $ 4,20 45 $ 189,00
Varilla de Hierro 12 mm 12 m $ 5,80 24 $ 139,20
Cemento 50 Kg $ 5,60 74 $ 414,40
Clavos 21/2' 1Lb $ 0,50 10 $ 5,00
Ladrillo Rojo @ax16x6cm 100 ladrillos $ 18,00 13 $ 234,00
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 25,00 9 $ 225,00
Piedra base 1 m3 $ 25,00 3 $ 75,00
Pinfura Caucho 1 Gal $ 37,00 3 $ 111,00
Ta‘f(’iinogem‘;nc"frado 1tablon  $ 2,50 70 $ 175,00
Tiras de madera para 1 Tira $ 050 35 $ 17,50

construccion (5 m)
ESCALERAS
Cemento 50 Kg $ 5,60 5 $ 28,00
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 1 $ 9,00
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 25,00 1 $ 25,00
Bloque poma 1 $ 0,20 27 $ 5,40
Varilla de Hierro 8 mm 12 m $ 3,03 2 $ 6,06
Varilla de Hierro 10 mm 12 $ 4,20 9 $ 37,80
CAJA DE COSECHA (0,6 X 0,6 X 0,4m)
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 0,04 $ 0,36
Varilla de Hierro 10 mm 12 $ 4,20 1 $ 4,20
Cemento 50 Kg $ 5,60 0,5 $ 2,80
Clavos de 21/2 1Lb $ 0,50 1 $ 0,50
La‘gfiollggjg o 100 ladrillos  $ 18,00 0,3 $ 540
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 25,00 0,03 $ 0,75
aaféégnm‘?e encofrado 1tablon  $ 2,50 2 $ 500
Tiras de mad.e‘ra para 1 Tira $ 050 1 $ 0,50
construccion (5 m)
1 Cajon $ 19,51
2 Cajas $ 39,02

TOTAL

$ 2.215,05
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IMPLEMENTOS PARA TANQUES DE HORMIGON

Descripcion Unidad Costo U. Cant  Total
Llave de agua Plastica 2 1 $10,70 2 $ 21,40
Llave de aire 1/2' 1 $ 2,00 2 $ 4,00
Manguera Negra gruesa 3/4' 1m $ 0,60 30 $18,00
Manguera transparente 1' 1m $ 0,88 10 $ 8,80
Tuberia de agua caliente (roja) 3/4' 6 m $ 8,45 $ 8,45
Tuberia de desague ¢ 3m $19,60 3 $58,80
Tuberia de entrada 2 6 m $ 8,60 $ 8,60

TOTAL

$ 128,05
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3. CONSTRUCCION DE MODULO PARA RECIPIENTES Y CUARTO DE

MAQUINAS
Descripcion Unidad Costo U. Cant Total
Mano de obra :

(2 Maestros, 2 oficiales) Dia $ 30,00 20 $ 600,00
Alambre 20 Kg $ 13,74 1 $ 13,74
Arena dulce 1 ms3 $ 9,00 9 $ 81,00
Varilla de Hierro 1/4 6 m $ 0,58 89 $ 51,62
Varilla de Hierro 8 12m $ 3,03 48 $ 145,44
Bloque pl 9 Rocafuerte

(30 % 19 x S cm) 1 bloque $ 0,30 1.043 $312,90
Cemento Rocafuerte 50 Kg $ 5,60 81 $ 453,60
Clavos de 21/2 1Lb $ 0,50 10 $ 5,00
Construccién de mesones 1 $ 80,00 $ 560,00

(para 8 recipientes c/u) ’ ’
Piedra 3/4 (Ripio) 1 ms3 $ 25,00 $ 200,00
Puerta (2.5 x0.8 m) 1 $ 60,00 $ 120,00
Tablon de encofrado

(4x0.2m) 1 $ 2,50 31 $ 77,50
Techo de Eternit (1.8 x 0.9 m) 1 $ 6,41 34 $ 217,94
Techo ‘Frapsparente de fibra 1 $ 9,22 12 $ 110,64

de vidrio (1.8 x0.9 m)

Tiras de maq?ra para 1 $ 0,50 16 $ 8,00

construccion (5 m)

Tiras de madera para

techado (3.5 m) 1 $ 1,60 26 $ 41,60

Ventana y vidrio (1 x 1,5 m) 1 $ 20,00 6 $ 120,00
TOTAL cuarto de recipientes $ 3.1 18,98
TOTAL cCuarto de maquinas

(Se restan los mezones para $ 2.558,98

recipientes)
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3.1. IMPLEMENTOS DE MODULO DE RECIPIENTES

Descripcion Unidad Costo U. Cant Total
Laves plasticas de agua 3/4 1 $ 1,65 49 $ 80,85
Llaves de aire (para recipientes) 1 $ 1,00 49 $ 49,00
Manguera De trabajo

Transparente 1’ 1 m $ 088 15 $ 13,20

Manguera transparente de trabajo
5/ lg% (cifonéo de relzipientes) ! l1m $ 020 7 $ 1,40
Manguera transparente delgada 1m $ 0,12 700 $ 84,00
3/16' (aireacion) ’ ’
Tuberia de agua caliente
(Roja) 3/4'
Tuberia PVC Reforsada 3/4' 3m $ 6,50 10 $ 65,00

Tulb/(;ria PVC sin reforzar de aire 3m $ 0,87 10 $ 8,70

6m $ 11,70 7 $ 81,90

TOTAL $ 384,05

SUMATORIA DE LOS IMPLEMENTOS PARA LARVICULTURA
(IMPLEMENTOS PARA TANQUES DE HORMIGON MAS LOS
IMPLEMENTOS PARA EL MODULO DE RECIPIENTES

Implementos para tanques

de hormigén $ 128,05

Implementos de modulo de
recipientes

TOTAL $ 512,10

$ 384,05




4. CUARTO DE TRABAJO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Descripcion Unidad Costo U. Cant Total
Mano de obra -

(2 Maestros, 2 oficiales) Dia $ 30,00 10 $ 300,00
Alambre 20 Kg $ 13,74 1 $ 13,74
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 3 $ 27,00
Varilla de Hierro %’ 6 m $ 0,58 50 $ 29,00
Varilla de Hierro 10 mm 12m $ 4,20 15 $ 63,00
Varilla de Hierro 8 mm 12 m $ 3,03 39 $118,17
Bloque pl 9 Rocafuerte

(30 x 19 x 9 cm) 1 $ 0,30 373 $111,90
Cemento Rocafuerte 50 Kg $ 5,60 25 $140,00
Clavos de 2 1/2 1Lb $ 0,50 3 $ 1,50
Construcci.é.n de mesones 1 $ 80,00 3 $240,00

(para 8 recipientes c/u)

Lavavo e instalaciones 1 $100,00 1 $100,00
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 25,00 3 $ 75,00
Puerta (2.5x 0.8 m) $ 60,00 1 $ 60,00
Tablén de encofrado (4 x 0.2 m) $ 2,50 10 $ 25,00
Techo de Eternit (1.8 x 0.9 m) $ 6,41 10 $ 64,10
Tiras de maq?ra para 1 $ 0,50 5 $ 2.50
construccion (5 m)

Tiras de madera para

techado (3.5 m) 1 $ 1,60 8 $ 12,80
Ventanas de aluminio y $ 20,00 3 $ 60,00

vidrio (1 x 1.5m)

TOTAL

$ 1.443,71
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5. RESERVORIO DE 160 m?3 Lynner (14 x 8 x 1.5 m)

Descripcion Unidad Costo U. Cant Total

Manp de obra (2 Maestros, 2 Dia $ 70,00 2 $ 140,00

oficiales)
Arena dulce 1 m3 $ 9,00 0,5 $ 4,50
Cable de tension 1/2' 1m $ 0,30 19 $ 5,70
Cemento 50Kg $ 5,60 3 $ 16,80
Construccion de foso 1 $ 50,00 1 $ 50,00
Lynner Permax de

Polietileno (material y 1 m? $ 2,00 304 $ 608,00

colocacion)

Lynner Plastiazuay de PVC

2

500 mic (para techo) 1 m $ 2’30 183 $ 420’90
Mano de obra para Obrero $ 1500 1 $ 105,00

excavacilon (7 obreros)
Piedra 3/4 (Ripio) 1 m3 $ 2500 0,5 $ 12,50
Soga para el techo 1/2 (17 I;Itl)) $ 1,40 95 $ 133,00
Tubo poste 1/2' (para mantener

el liner en el techo) 6 m $ 9,60 6 $ 57,60
Tubo poste 2' 6m $ 18,40 3 $ 55,20
Varilla de Hierro 10 mm 12 m $ 4,20 3 $ 12,60
Varilla de Hierro 22 mm 12 m $ 24’00 2 $ 48,00

(para estacado)

TOTAL (160 m3) $1.669,80

TOTAL (180 m?) $1.878,53

197



198

ANEXO VII

PISCINAS PARA REPRODUCTORES 1 Ha

Descripcion Unidad Total

Muro carrozable m3 1.101,38
Muro contencién canal distribuidor m3 693,00
Muro contenciéon desaglie m3 820,43
Muros divisorios m3 636,73
Muros periféricos m3 2.082,66
TOTAL volumen a remover m3 5.334,19
Costo de movimiento $5/m3 $ 26.670,96
Costo disminuido por el

aprovechamiento de los muros $ 20.000,00

originales de camaronera

PISCINA DE REPRODUCTORES DE 5.000 m2

Descripcion Unidad Total
Area del corte del trapecio m?2 3,75
Perimetro de piscina m 300,00
TOTAL volumen a remover ms3 1.125,00
Costo de movimiento $5/m3 $ 5.625,00

Costo disminuido por el
aprovechamiento de los muros $ 2.812,50
originales de camaronera




ANEZXO VIII

INVERSIONES INTANGIBLES

199

Marcaje Familiar

Walk Back Selection

Descripcion
A B C D

GASTOS DE ESTUDIO Y CONSTITUCION DE LA EMPRESA
Gastos de estudios $ 400,00 $ 400,00 $ 400,00 $ 400,00
Escritura y constituciones (Maduracién y Camaronera) $ 320,00 $ 320,00
Registro de propiedad (Maduraciéon y Camaronera) $ 80,00 $ 80,00
Permiso de construccion (Maduracién y Camaronera) $ 60,00 $ 30,00 $ 60,00 $ 30,00
Matricula Vehiculos $ 240,00 $ 240,00 $240,00 $240,00
Tramite de registro sanitario $ 120,00 $ 120,00
RUC $ 080 $ 080 $ 0,80 $ 0,80
SUBTOTAL $1.220,80 $ 670,80 $1.220,80 $ 670,80

GASTOS DE PUESTA EN MARCHA

Materias primas e insumos $ 200,00 $ 200,00 $200,00 $ 200,00
Materiales directos $ 500 $ 5,00 $ 80,00 $ 80,00
Mano de obra directa $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00
Mano de obra indirecta $ 500 $ 500 $ 500 $ 5,00
Maquinaria $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00
SUBTOTAL $ 230,00 $230,00 $ 305,00 $ 305,00
TOTAL de Activo Fijo Intangible $1.450,80 $ 900,80 $1.525,80 $ 975,80

AMORTIZACION ANUAL (Durante 5 afios)

$ 290,16

$ 180,16

$ 305,16 $ 195,16




ANEXO IX

GASTOS POR INSUMOS DEL PROYECTO A

Descripcion

ler ano

2do afio
en adelante

INSUMOS DE MADURACION

Alimentaciéon de personal

$500/mes $ 4.000,00 $ 6.000,00
Alimentacién de reproductores $ 7.467,49 $11.201,23
Compra de reproductores

$3 c/u $ 9.000,00 = -
Embalaje de nauplios

$0,25/caja-funda. $ 621,00 $ 931,50
Energia $900/mes (electricidad - $ 6.789.60 $10.184,40

diesel) : ’ ’ ’
Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
TOTAL $ 29.678,09 $ 30.117,13

INSUMOS DE LARVICULTURA
Alimentacion personal

$187,5/mes $ 750,00 $ 1.125,00
Alimentacién de larvas $ 1.570,72 $ 2.356,08
Caja y funda de embalaje

$0,25/caja-funda $ 100,00 $ 150,00
Energia (electricidad - diesel) $ 800,00 $ 1.200,00
Marcac1o.n de animales $0,077 $15.092,00 $22.638,00

c/animal
Reactivos $ 69,84 $ 104,76
TOTAL $ 18.382,56 $ 27.573,84

INSUMOS DE CAMARONERA
Alimentacion de personal

$250,/mes $ 2.000,00 $ 3.000,00
Alimentacion para crecimiento $ 24530 $ 73590

de reproductores ’ ’
Balanceado $21/saco $10.584,00 $15.876,00
Carbonato $1,7/saco $ 952,00 $ 1.428,00
Cosechadores esporadicos (6)

total $120/corrida $ 240,00 $ 360,00
Diesel $1,04/Galén $ 1.040,00 $ 1.560,00
Elastomeros para 420

reproductores, $0,077 c/u $ 64,68 $ 97,02
Fertilizacion $ 1.149,26 $ 1.723,90
Gasolina $150/mes $ 1.200,00 $ 1.800,00
Transporte de juveniles

$250/flete $ 4.000,00 $ 6.000,00
Transporte de larva $250/ flete $ 500,00 $ 750,00
TOTAL $ 21.975,25 $ 33.330,82

200



GASTOS POR INSUMOS DEL PROYECTO B

ler ano

2do ano
en adelante

INSUMOS DE MADURACION

Alimentacion de personal

$500/mes $ 6.000,00 $ 6.000,00
Alimentacién de reproductores $11.201,23 $11.201,23
Compra de reproductores & o Ann o0

$3 c/u $ 9.000,00
Embalaje de nauplios

$0,25/caja-funda. $ 931,50 $ 931,50

$3,45/dia
Energia $900/mes (electricidad $10.184,40 $10.184,40

- diesel) : ’ : ’
Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
TOTAL $ 39.117,13 $ 30.117,13

INSUMOS DE LARVICULTURA
Alimentacion de larvas $ 2.356,08 $ 2.356,08
Alimentacién personal

$187,5/mes $ 1.125,00 $ 1.125,00
Caja y funda de embalaje

$0,25/caja-funda $ 150,00 $ 150,00
Energia (electricidad - diesel) $ 1.200,00 $ 1.200,00
Marcaciéon de animales

$0,077 ¢/animal $22.638,00 $22.638,00
Reactivos $ 104,76 $ 104,76
TOTAL $ 27.573,84 $ 27.573,84

INSULMOS DE CAMARONERA
Cosechadores esporadicos (6)

total $120/corrida $ 360,00 $ 360,00
Alimentacion de personal

$250 /mes $ 3.000,00 $ 3.000,00
Alimentaciéon de

Reproductores $ 490,60 $ 73590
Balanceado $21/saco $15.876,00 $15.876,00
Carbonato $1,7/saco $ 1.428,00 $ 1.428,00
Diesel $1,04/galon $ 1.560,00 $ 1.560,00
Fertilizacion $ 1.723,90 $ 1.723,90
Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
Marcacion de Reproductores $ 97,02 $ 97,02
Transporte de juveniles

$250//flete $ 6.000,00 $ 6.000,00
Transporte de larva

$250/flete $ 750,00 $ 750,00
TOTAL $ 33.085,52 $ 33.330,82
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GASTOS POR INSUMOS DEL PROYECTO C

ler ano

2do ano
en adelante

INSUMOS DE MADURACION

Alimentacion de personal

$500/mes $ 4.000,00 $ 6.000,00
Alimentacién de reproductores $ 7.467,49 $11.201,23
Analisis de Genotipeado de

500 parentales (x 3 $ 7.060,00 $10.590,00

ciclos/ano); $7,06 c/u
Compra de reproductores & 5 ~n0 00

$3 c/u $ 9.000,00
Embalaje de nauplios

$0,25/caja-funda $ 621,00 $ 931,50
Energia $900/mes (electricidad $ 6.789.60 $10.184,40

- diesel) : ’ : ’
Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
TOTAL $ 37.338,09 $ 40.707,13

INSUMOS DE LARVICULTURA
Alimentacion personal

$125/mes $ 250,00 $ 375,00
Alimentaciéon de larvas $ 620,72 $ 931,08
Caja y funda de embalaje

$0,25/caja-funda $ 100,00 $ 150,00
Energia (electricidad - diesel) $ 80,00 $ 120,00
Reactivos $ 63,82 $ 95,74
TOTAL $1.114,54 $ 1.671,82

INSUMOS DE CAMARONERA

Alimentacion para crecimiento $ 140,17 $ 420,52

de reproductores
Alimentacion de personal

$250 /mes $ 2.000,00 $ 3.000,00
Balanceado $21/saco $10.962,00 $16.443,00
Carbonato $1,7/saco $ 952,00 $ 1.428,00
Cosechadores esporadicos (6)

total $120/corrida $ 240,00 $ 360,00
Diessel $1,04/galén $ 1.040,00 $ 1.560,00
Fertilizacion $ 1.149,26 $ 1.723,90
Gasolina $150/mes $ 1.200,00 $ 1.800,00
Transporte de larva

$250//flete $ 500,00 $ 750,00
TOTAL $ 18.183,44 $ 27.485,42
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GASTOS POR INSUMOS DEL PROYECTO D

ler ano

2do ano
en adelante

INSUMOS DE MADURACION

Alimentacion de personal

$500/mes $ 6.000,00 $ 6.000,00
Alimentacion de reproductores $ 11.201,23 $ 11.201,23
Ani;jfﬂiﬁg;’f@fgg 2? 200 $ 10.590,00 $ 10.590,00
Corélgia/ Se reproductores $ 9.000,00 v
Emﬁ&?@gggﬁggf $ 931,50 $ 931,50
Ener'gia $900/mes (electricidad- $ 10.184,40 $ 10.184,40

diesel)

Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
TOTAL $ 49.707,77 $ 40.707,77
INSUMOS DE LARVICULTURA
Alimentacion $ 931,08 $ 931,08
Alimentacién personal $187,5 $ 375,00 $ 375,00
Caja y funda de embalaje $0,25 $ 150,00 $ 150,00
Energia (electricidad - diesel) $ 120,00 $ 120,00
Reactivos $ 95,74 $ 95,74
TOTAL $1.671,82 $1.671,82
INSUMOS DE CAMARONERA
Ahrggg‘g}fer; de personal $ 3.000,00 $ 3.000,00
Alimentacion Reproductores $ 280,34 $ 420,52
Balanceado $21/saco $16.443,00 $ 16.443,00
Carbonato $1,7/saco $ 1.428,00 $ 1.428,00
Coehadores eporkdicos © 5 5000 s 000
Diesel $1,04/galéon $ 1.560,00 $ 1.560,00
Fertilizacion $ 1.723,90 $ 1.723,90
Gasolina $150/mes $ 1.800,00 $ 1.800,00
Transporte de larva $250/flete $ 750,00 $ 750,00
TOTAL $ 27.345,24  $ 27.345,24
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CALCULOS DE INSUMOS PARA MADURACION

CALCULO DEDUCTIVO DEL COSTO DE REPRODUCTORES EN

MADURACION

Animales por Tanque 150
Animales por 8 Tanques 1200
Tasa de Mortalidad inicial por

S 20%
adaptacion
Animales requeridos inicialmente 1500
Costo por reproductor $ 3,00
Costo total por ciclo de

Reproductores $ 4.500,00

GASTO DE ALIMENTACION DE REPRODUCTORES EN MADURACION

POR TANQUE/DIARIO
Descripcion Un(lgd)ad Costo U. g;’,ll‘lél;gli: Costo/Dia
Artemia 454 $ 2,90 200 $ 1,28
Poliqueto 454 $ 2,90 45 $ 0,29
peruano
Calamar 454 $ 1,00 270 $ 0,59
Ostra 454 $ 1,20 180 $ 0,48
Gonadas 454 $ 4,00 85 $ 0,75
Poliqueto 454 $ 7,50 45 $0,74
panamerio
Mejillon 454 $ 1,40 60 $ 0,19
Balanceado 454 $ 3,00 20 $0,13

TOTAL $ 4,44
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GASTO DEDUCTIVO DE ALIMENTACION ANUAL DE
REPRODUCTORES EN MADURACION

1 Tanque/dia $ 4,44

1 Tanque/mes $ 133,35

8 Tanques/mes $ 1.066,78

8 Tanques/ciclo (3 meses) $ 3.200,34

8 Tanques/ano (3 ciclos) $ 9.601,06

(+) A11m§r}tac16n por $ 1.600,18
aclimatacion (3 meses)

Costo de 3 ciclos por ano $11.201,23

Costo de 2 Ciclos por ano $ 7.467.49

(6 meses)

CALCULO DE ENERGIA PARA MADURACION

Costos de Laborcompany

Descripcion S.A. (Referencia) Costos de los proyectos
N. de Tanques Gasto N. de Tanques Gasto
Electricidad 50 $ 1.500 8 $ 240,00
Diesel 50 $ 3.500 8 $ 608,70
Subtotal (mes) $ 848,70

TOTAL (anual) $ 10.184,40
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CALCULO DE INSUMOS PARA LARVICULTURA

PROTOCOLO DE REACTIVOS EN 1 CICLO DE PRODUCCION DE
LARVAS PARA 10 m3

Descripcion Unidad Costo U. Cantidad Total

Desinfectantes:

Cloro 9% liquido 1L $ 0,50 6000 ml $ 3,00

Ac, Cjorhidrico 1L $ 1,50 1000ml  $ 1,50

Fertilizantes:

Metasilicato 1000 g $ 1,00 100 g $ 0,10

Nitrato 1000 g $ 1,60 100 g $ 0,16

Fosfato 1000 g $ 3,50 100 g $ 0,35

Quelantes:

EDTA 1000 g $ 3,00 1260 g $ 3,78

Profilacticos:

Treflan 1000 ml $ 42,00 12 ml $ 0,50

Formol 37.5% 1000 ml $ 4,00 720 ml $ 2,88
TOTAL $ 12,27

GASTO DE REACTIVOS PARA DOS Y TRES CICLOS DE PRODUCCION

DE LARVAS
Protocolo del
Laboratorio
Concepto San Miguel Proyectos
(Referencia)
AyB
(+) volumen de CyD
recipientes
Volumen de 10 m? 28,45 m? 26 m3
agua
1 ciclo $ 12,27 $ 34,92 $31,91
2 ciclos solo el $ 24,54 $ 69,84 $ 63,82

ler ano (Ay C)
3 ciclos $ 36,81 $ 104,76 $ 95,74
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PRESUPUESTO DE ALIMENTACION PARA UNA CORRIDA DE
1 MILLON DE LARVAS

Descripcion Unidad C(:Jsto CANT TOTAL

Dieta seca

Espirulina en polvo 500 g $25,00 263 g $13,15
Balanceado inicial 1000 g $25,00 263 g $ 6,58
Balanceado final 1000 g $20,00 1221 g $24,42
Dieta fresca

Artemia Cistos 80% 454 ¢  $18,00 1568 g $62,17
Artemia Adulta 1000g $ 5,00 2490¢g $12,45

TOTAL $ 118,76

Protocolo Higashimaru

CALCULO DE GASTO PARA LA ALIMENTACION DE 3’920.000 DE
LARVAS

Alimentacion par . . a
entacion para  aypentacién para

Sobrevivencia 1 millén de larvas
(Referencia) 3’920.000 larvas
100% $118,76 $ 465,54
67%
(2/3 partes) $ 79,17 $ 310,36
dos Ciclos $ 620,72

3 Ciclos $ 931,08
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GASTO DEDUCTIVO DE ALIMENTACION ANUAL DEL
LEVANTAMIENTO A 1g DE LAS LARVAS SEPARADAS PARA EL
PROYECTO DE MEJORAMIENTO (SOLO PARA PROYECTOS A Y B)

196.000
Juveniles del
proyecto de
mejoramiento

0,004 1,00 g

196.000 larvas
Descripcion Para el Proyecto
de mejoramiento

Peso Promedio
individual (g)

Biomasa (Kg) 0,78 196,00

Promedio (Kg) 98,39

Alimentacion diaria
(Tasa 25% en Kg)
Alimentaciéon por

30 dias (kg)

N. Sacos de
Balanceado 19
(40kg/saco)

TOTAL por Ciclo
($25/saco)

24,60

737,94

$ 475,00

dos Ciclos $ 950,00

3 Ciclos $ 1.425,00




GASTO POR ALIMENTACION DE LARVICULTURA DEL 1¢r ANO

Descripcion A B C D
Alimentacién 620,72 931,08 620,72 931,08
Levantamiento a 1g 950,00 1.425,00
TOTAL 1.570,72 2.356,08 620,72 931,08

GASTO POR ALIMENTACION DE LARVICULTURA DEL 2¢°c ANO EN

ADELANTE
Descripcion A B C D
Alimentacion 931,08 931,08 931,08 931,08

Levantamiento a 1g 1.425,00 1.425,00

TOTAL 2.356,08 2.356,08 931,08 931,08

CALCULO DE INSUMOS DE CAMARONERA

GASTO DE SACOS DE BALANCEADO PARA EL LEVANTAMIENTO DE

LARVAS A CAMARONES DE 13g EN PRODUCCION CAMARONERA

Coop. Hualtaco

Concepto (Referencia) AyB CyD
Numero de siembra 2’ 600.000 2°048.200 2’116.800
N. Sacos de
balancegdo utilizados 390 259 261
en un ciclo de
produccion
Gasto por 1 ciclo
($21/Saco) $ 6.720,00 $ 5.292,00 $ 5.481,00
Gasto por 2 ciclos
(solo el ler afio de los $13.440,00 $ 10.584,00 $ 10.962,00

proyectos Ay C)
Gasto por 3 ciclos $ 20.160,00 $ 15.876,00 $ 16.443,00
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GASTO DEDUCTIVO DE CARBONATO DE CALCIO EN CAMARONERA
DE 20 HECTAREAS

Tratamiento en Periodo Seco

(2 sacos/ha) 40
Tratamiento en Periodo de
Produccion 240
(1 saco/ha/semana/durante 3
meses)
N. Total de Sacos por Ciclo 280
Gasto total por Ciclo ($1,70/saco) $ 476,00
2 Ciclos (ler ano de proyectos Ay C) $ 952,00
3 Ciclos (un ano) $ 1.428,00

GASTO DEDUCTIVO DE DIESEL EN CAMARONERA DE 20
HECTAREAS

Total de galones gastados en

20 has (25 Galones/ha/ciclo) 500
Gasto total por Ciclo ($1,04/galén) $ 520,00
2 Ciclos (ler afo de proyectos A y C) $ 1.040,00
3 Ciclos (un afio) $ 1.560,00

GASTO DEDUCTIVO DE FERTILIZACION EN CAMARONERA DE 20

HECTAREAS

Descripcion Urea Fosfato
Aplicacion (Kg/ha) 11,5 1,15
Aplicacién en 20 has 230 23
9 aplicaciones por Ciclo 2070 207
N. Sacos (50 Kg/saco) 41,4 4,14
Precio/saco $ 12,50 $ 13,80
TOTAL por Ciclo $ 517,50 $ 57,13
TOTAL por Ciclo (Urea + Fosfato) $ 574,63
2 Ciclos (ler afo de proyectos A y C) $ 1.149,26

3 Ciclos (un afio) $ 1723,90
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CALCULO DE INSUMOS DE CRECIMIENTO DE REPRODUCTORES

CALCULO DEL PESO Y LA TASA PROMEDIO DE ALIMENTACION
DIARIA DE REPRODUCTORES

Camarones
Concepto Escogidos para Reproductores
Reproductores

Peso individual (g 13 25

Peso Promedio 19

_ Tasade 7 4,88

alimentacion (%)

Tasa Promedio (%) 5,99

COSTO DEDUCTIVO DE COSTO DE ALIMENTACION DE
REPRODUCTORES PARA SU LEVANTAMIENTO DE 13g A 25g

Concepto AyB CyD
N. Animales 4.200 2.400
Peso Promedio (g) 19 19
Biomasa (Kg) 79,80 45,60
Tasa‘de. alimentaciéon 5.94 5.94
Diaria (%)
Peso Dlarlo d‘e‘ 4,74 2,71
Alimentacion (Kg)
Peso de Allmenta01on 420,61 243,78
en 90 dias (kg
N. Sacos 11 6
Total por ciclo ($23/saco) $ 245,30 $ 140,17
2 Ciclos (ler afio de proyectos
Ay Q) $ 490,60 $ 280,34
3 Ciclos (un afio) $ 735,90 $ 420,52

*Informacién obtenida del libro Nuevas Alternativas

Acuicolas por Erner Soluap (1999)

de Cultivos
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ANEXO X

INGRESOS POR VENTAS DEL ler ANO

212

Descripcion Seleccion Familiar Walk Back Selection
A B C D
MADURACION
Promedio de Nauplios por hembra 80.000 80.000 80.000 80.000
Promedio Hembras exitosas por tanque S S 5 )
Numero de tanques 8 8 8 8
Nauplios por dia 3200.000 3’200.000 3200.000 3’200.000
Venta por millar (8 centavos) $ 320,00 $ 320,00 $ 320,00 $ 320,00
en 176 dias $ 56.320,00 $ 56.320,00
en 264 dias $ 84.480,00 $ 84.480,00
CAMARONERA
Sembrado 1°852.200 1’852.200 2°’116.800 2°’116.800
Sobrevivencia (60%) 1’111.320 1’111.320 1’270.080 1’270.080
Peso Promedio (g) 13 13 13 13
Total libras 31.821,94 31.821,94 36.367,93 36.367,93
Ganancia ($1,30 / 1b) -prm. 13 g $ 41.368,52 $ 41.368,52 $47.278,31 $47.278,31
2 cosechas al afno $ 82.737,04 $ 94.556,62
3 cosechas al afio $124.105,56 $141.834,93
REPRODUCTORES
Numero de Reproductores por ciclo 4.200 4.200 3.000 3.000
Sobrevivecia 80% 3.360 3.360 2.400 2.400
(-) separacién de 1500 reproductores 1.800 1.800 900 900
Cada corrida $2,5 cada reproductor $ 4.500,00 $ 4.500,00 $ 2.250,00 $ 2.250,00
1 Corrida al afo $ 4.500,00 $ 2.250,00
2 Corridas al afo $ 9.000,00 $ 4.500,00
TOTAL $ 143.557,04 $ 217.585,56 $ 153.126,62 $ 230.814,93
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CALCULO DEDUCTIVO DE INGRESOS 2do ANO EN ADELANTE

Descripcion Seleccion Familiar Walk Back Selection
A B C D
MADURACION
Promedio de Nauplios por hembra 80.000 80.000 80.000 80.000
Promedio Hembras exitosas por tanque S S 5 5
Numero de tanques 8 8 8 8
Nauplios por dia 3200.000 3’200.000 3’200.000 3’200.000
Venta por millar (8 centavos) $ 320,00 $ 320,00 $ 320,00 $ 320,00
en 264 dias $ 86.400,00 $ 84.480,00 $ 84.480,00 $ 84.480,00
CAMARONERA
sembrado 1’852.200 1’852.200 2°’116.800 2’116.800
sobrevivencia (60%) 1’111.320 1’111.320 1’270.080 1’270.080
peso promedio 13 13 13 13
total libras 31.821,94 31.821,94 36.367,93 36.367,93
ganancia ($1,30/1b) - prm. 13 g $ 41.368,52 $ 41.368,52 $ 47.278,31 $ 47.278,31
3 cosechas al afio $124.105,56 $124.105,56 $141.834,93 $141.834,93
REPRODUCTORES

Numero de Reproductores por ciclo 4.200 4.200 3.000 3.000
Sobrevivecia 80% 3.360 3.360 2.400 2.400
(-) separacion de 1.500 reproductores 1.800 1.800 900 900
Cada corrida $2,5 cada reproductor $ 4.500, 00 $ 4.500,00 $ 2.250,00 $ 2.250,00
2 Corridas al ano $ 9.000,00 $ 9.000,00 $ 4.500,00 $ 4.500,00

TOTAL $217.585,56 $217.585,56 $ 230.814,93 $ 230.814,93
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ANEXO XI

DEPRECIACIONES DEL PROYECTO A

Descripcion Costo % Deprec Valor Residual ‘3&? Depreciacion

Maduracién

Infraestructura $ 18.228,97 5 $ 911,45 20 $ 865,88

Materiales y equipos $ 20.928,58 20 $ 2.092,86 5 $ 3.767,14

Maquinaria $ 10.000,00 10 $ 1.000,00 10 $ 900,00

Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 ) $ 1.920,00
Larvicultura

Infraestructura $ 5.334,03 S $ 266,70 20 $ 253,37

Materiales y equipos $16.115,10 20 $ 1.611,51 5 $ 2.900,72
Camaronera

Infraestructura y maquinaria  $ 92.812,50 10 $ 9.281,25 10 $ 8.353,13

Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 5 $ 1.920,00

TOTAL $ 20.880,23




DEPRECIACIONES DEL PROYECTO B

Descripcion Costo % Deprec Valor Residual Vida Util Depreciacién
Maduracion
Materiales y equipos $ 2.276,00 20 $ 227,60 5 $ 409,68
Vehiculos $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 5 $ 1.920,00
Larvicultura
Infraestructura $ 3.118,98 5 $ 155,95 20 $ 148,15
Materiales y equipos $ 16.115,10 20 $1.611,51 5 $ 2.900,72
Camaronera
Piscina de reproductores $ 22.812,50 10 $ 2.281,25 10 $ 2.053,13
Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 5 $ 1.920,00
TOTAL $ 9.351,67
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DEPRECIACIONES DEL PROYECTO C

Descripcion Costo % Deprec Valor Recidual Vida Util Depreciacién
Maduracion
Infraestructura $ 19.463,95 5 $ 973,20 20 $ 924,54
Materiales y equipos $51.104,38 20 $ 5.110,44 5 $ 9.198,79
Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 5 $ 1.920,00
Larvicultura
Infraestructura $ 2.215,05 5 $ 110,75 20 $ 105,21
Materiales y equipos $ 1.423,05 20 $ 142,31 5 $ 256,15
Camaronera
Infraestructura y maquinaria $ 72.812,50 10 $ 7.281,25 10 $ 6.553,13
Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 S $ 1.920,00
TOTAL $ 20.877,81
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DEPRECIACIONES DEL PROYECTO D

Descripcion Costo % Deprec Valor Residual Vida Util Depreciacién
Maduracién
Infraestructura $ 1.443,71 5 $ 72,19 20 $ 68,58
Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 $ 1.920,00
Materiales y equipos $ 32.451,80 20 $ 3.245,18 $ 5.841,32
Camaronera
Piscina de Reproductores $ 2.812,50 10 $ 281,25 10 $ 253,13
Vehiculo $ 12.000,00 20 $ 2.400,00 5 $ 1.920,00
TOTAL $ 10.003,03
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ANEXO XII
EL COSTO ANUAL ES LA SUMA DE LOS COSTOS OPERATIVOS CON EL
MANTENIMIENTO DE CAMARONERA, MAQUINARIAS Y EQUIPOS DEL ANO
CORRESPONDIENTE

PROYECTO A

Costo
Operativo $92.675,89 $124.981,79 $124.981,79 $124.981,79 $124.981,79

Manteni-
miento $ 2.959,93 $ 4.831,90 $ 4.874,45 $4.919,13 $ 4.966,04

TOTAL $95.635,82 $129.813,69 $129.856,24 $129.900,92 $129.947,83

PROYECTO B
Costo $160.216,49 $151.581,79 $151.581,79 $151.581,79 $151.581,79
Operativo ) ’ : g . ) . ) . ,

Manteni-
miento $ 4.400,90 $ 4.831,90 $ 4.874,45 $4.919,13 $ 4.966,04

TOTAL $164.617,39 $156.413,69 $156.456,24 $156.500,92 $156.547,83

PROYECTO C

Ao 1 2 3 4 5

Costo
Operativo $77.476,07 $102.024,36 $102.024,36 $102.024,36 $102.024,36

Manteni-
miento $2.959,93  $4.722,40 $4.759,48 $ 4.798,40 $ 4.839,28

TOTAL $80.436,00 $106.746,76 $106.783,84 $106.822,76 $106.863,64
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PROYECTO D
Afio 1 2 3 4 5
Costo $63.743,41 $119.990,00 $119.990,00 $119.990,00 $119.990,00
Operativo ’ ’ ’ ’ ’
Mn?f;trfg $4.400,90  $4.722,40 $ 4.759,48 $ 4.798,40 $ 4.839,28

TOTAL $68.144,31 $124.712,40 $124.749,48 $124.788,40 $124.829,28

CALCULO DEL MANTENIMIENTO

GASTOS DE MANUTENCION DE MOTORES, BOMBAS POR ANO

Frecuencia Total por
Descripcion Unidad de Cambio Aﬁt})
por Aio

1 Aceite grande (2 motores) $ 35,00 7,2 $ 252,00
1 Electromecanico

(para 2 motores) $ 50,00 2 $ 100,00
1 Galén anticorrosivo $ 14,00 1 $ 14,00

(para maquinaria) ’ ’
1 Galon anticorrosivo

(para bombas) $ 14,00 1 $ 14,00
2 baterias (2 bombas) $220,00 0,5 $110,00
2 Filtros de aceite (2 motores) $ 12,00 7,2 $ 86,40
2 Filtros de aire (2 motores) $ 12,00 7,2 $ 86,40
2 Filtros de combustible $ 8.00 79 $ 57.60

(2 motores) ’ ’ ’
Repuestos (2 motores) $140,00 3 $420,00

TOTAL $ 1.140,40
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MANUTENCION DE MUROS DE PISCINA CAMARONERA POR ANO

Descripcion Costo U Cant Total por  Total por Afio

Corrida (3 Corridas)
4 personas por dia 40 15 $ 600,00 $1.800,00
Canas abiertas 1,75 100 $ 175,00 $ 525,00
Estacas de madera 1.5 167 $ 250,50 $ 751,50
dulce
TOTAL $1.025,50 $ 3.076,50

PROYECCION DE MANTENIMIENTO DE VEHICULO DE MADURACION
DURANTE 5 ANOS

Descripcion 1 2 3 4 5

Mantenimiento de
vehiculo ($30/afio)

Cambio de Aceite de
vehiculo ($12/3 meses)

Repuestos de
Vehiculo 2

$30,00 $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00
$ 48,00 $48,00 $ 48,00 $ 48,00 $ 48,00

-—-- $ 10,00 $ 10,50 $11,03 $11,58

TOTAL $ 78,00 $88,00 $88,50 $89,03 $ 89,58

& Aumento de 5% anual por desgaste de maquina
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MANUTENCION DE MOTORES, BOMBAS Y MUROS ANUAL

Descripcion 1 2 3 4 5
1 Aceite grande  g959 00 $252,00 $252,00 $252,00  $252,00
(2 motores)
1
Electromecanic 100,00  $100,00 $100,00 $100,00  $100,00
O (para los 2
motores)
1 Galon
anticorrosivo $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00
(2 bombas)
1 Galon
anticorrosivo $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00 $ 14,00
(2 motores)
QJ’ate“aS (2 $110,00 $110,00 $110,00 $110,00 $110,00
ombas)
2 Filtros de
aceite (2 motores| $ 86,40 $ 86,40 $ 86,40 $ 86,40 $ 86,40
2 Filtros de aire  ¢g6 40  $86,40 $86,40 $86,40  $86,40
(2 motores)
2 Filtros de
combustible $57,60 $57,60 $57,60 $ 57,60 $ 57,60
(2 motores)
Cambio de
Aceite de $48,00 $48,00 $48,00 $48,00  $48,00
vehiculo ($12/3
meses)
Mantenimiento
de vehiculo $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00
($30/afio)
Manutencion de
muros de $3.076,50 $3.076,50 $3.076,50 $3.076,50 $3.076,50
piscinas
Repuestos de
motores $420,00 $441,00 $463,05 $486,20 $510,51
Repuestos de
Vehiculo a $ - $ 10,00 $ 10,50 $ 11,03 $ 11,58

Total (A y C)
el primer ano
inicia con 2
ciclos de prod.

Total (B y D)
todos los afios
tienen 3 ciclos
de produccién

$2.863,27 $4.325,90 $4.348,45 $4.372,13 $4.396,99

$4.294,90 $4.325,90 $4.348,45 $4.372,13 $4.396,99

2 Aumento de 5% anual por desgaste de maquina
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PROYECCION DE MANUTENCI()N DE EQUIPOS E IMPLEMENTOS DE
MADURACION DE LOS PROYECTOS A Y B POR 5 ANOS

Descripcion 1 2 3 4 5
Blowers ($30/Blower) -——- $ 90,00 $ 90,00 $ 90,00 $ 90,00
Bombas ($30/Bomba) -—- $180,00 $180,00 $180,00 $180,00
Caldero -—- $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00
Frigorifico - $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00
Generador eléctrico S— $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00
Tuberia -—-- $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00

SUBTOTAL - $390,00 $390,00 $390,00 $390,00
Incrementado
progresivamente L
5% anual por $390,00 $409,50 $429,98 $451,47
deterioro
(+) Pintura
antioxidante $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00

TOTAL $ 28,00 $418,00 $437,50 $457,98 $ 479,47
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PROYECCION DE MANU'I:ENCI(‘)N DE EQUIPOS E IMPLEMENTOS DE
MADURACION DE LOS PROYECTOS CY D

DESCRIPCION 1 2 3 4 5
Biologia Molecular $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00
Blowers ($30/Blower) -—-- $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00 $ 30,00
Bombas ($30/Bomba) -—-- $120,00 $120,00 $120,00 $120,00
Caldero -—-- $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00

Computador e L $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00

impresora
Frigorifico — $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00 $ 50,00
Tuberia -——- $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00 $ 10,00

SUBTOTAL - $ 280,00 $ 280,00 $280,00 $280,00
Incrementado

progresivament

e el 5% anual - $280,00 $ 294,00 $308,70 $324,14

por deterioro

(+) Pintura
antioxidante $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00 $ 28,00
TOTAL $ 28,00 $ 308,00 $ 322,00 $ 336,70 $ 352,14

TOTAL ANUAL DE MANTENIMIENTO (SUMA DE LAS TABLAS DE
MANUTENCION ANTERIORES)

PROYECTO 1 2 3 4 5
A $2.959,93 $4.831,90 $4.874,45 $4.919,13 $ 4.966,04
B $4.400,90 $4.831,90 $4.874,45 $4.919,13 $ 4.966,04
C $2.959,93 $4.722,40 $4.759,48 $4.798,40 $ 4.839,28
D $4.400,90 $4.722,40 $4.759,48 $4.798,40 $ 4.839,28
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ANEXO XIII

VALOR ACTUAL NETO (VAN)

El Valor Presente Neto de un proyecto, a una tasa de interés i, es
una ganancia extraordinaria que genera el proyecto, medida en unidades
monetarias actuales. Si es positivo, es lo que tiene que pagar para poder
ceder el proyecto, si es negativo, es lo que cuesta llevar a cabo el proyecto

o lo que se esta dispuesto a pagar para que otro lo lleve a cabo.

Como conclusiones generales acerca del uso del VAN como meétodo

de analisis es posible enunciar lo siguiente:
Se interpreta facilmente su resultado en términos monetarios.

Supone una reinversion total de todas las ganancias anuales, lo

cual no sucede lo mismo en la mayoria de las empresas.

Su valor depende exclusivamente de la i aplicada. Como esta i es la

TMAR, su valor lo determina el evaluador.

Formula:

~ FNE

VAN (i) = Z( iy —1lo

Donde:

VAN = Valor Presente Neto o Valor Actual Neto
FNE = Flujo Neto de Efectivo

i = Tasa de Descuento o TMAR

n = Periodo de Tiempo

Io = Inversion
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TASA INTERNA DE RETORNO (TIR)

La Tasa Interna de Retorno —TIR- de un proyecto es aquella tasa de
actualizacion con la cual el VAN se anula. En otros términos, es la tasa de
rendimiento interno de un proyecto, y significa que el proyecto una vez
que ha pagado todos los costos de inversion y de operacion, es capaz de
pagar un interés sobre la inversidon inicial de hasta una tasa i que se
obtenga. La TIR es la medida mas adecuada para medir la rentabilidad de

un proyecto.

Formula:

TIR = Zi_Et— lo=0
o (1+1)

Donde:

TIR = Tasa Interna de Retorno
FNE = Flujo Neto de Efectivo

i = Tasa de Descuento o TMAR
t = Periodo de Tiempo

Io = Inversion
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RELACION BENEFICIO COSTO (B/C)

Este indice nos indica cuan rentable es un proyecto, calculando la

relacion que hay entre los ingresos al valor presente y los egresos al valor

presente.
2 VAN(I);
(B/C)y =L1=
Y VAN(E),,
j=0
Donde:

(B/C) = Relacion Beneficio Costo.
VAN = Valor Actual Neto.
I = Ingresos del flujo neto de efectivo desde el ler anno hasta n.

E = Egresos del flujo neto de efectivo del ano O.

PERIODO DE RECUPERACION DE LA INVERSION

El Periodo de Recuperacion de la Inversion se define como el tiempo
requerido para que la suma de los flujos de efectivo neto positivos,
producidos por la inversion, sea igual a la suma de los flujos de efectivo
neto negativos, requeridos por la misma inversion; a partir de la puesta en

marcha del proyecto (Universidad Técnica Particular de Loja, 2004).
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