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RESUMEN.

Se colectaron camarones Litopenaeus vannamei aproximadamente a cada
incremento de 2 g de peso durante un periodo de cultivo tipo semi-intensivo. Los
diferentes componentes del contenido estomacal fueron determinados para
evaluar la preferencia alimenticia. Se efectuaron ensayos para determinar la
actividad de las enzimas digestivas amilasa, lipasa, proteasas, tripsina y
quimotripsina. Durante el ciclo de cultivo, el alimento natural correspondi6é a un
91% de la dieta total de los camarones. El promedio de los diferentes elementos
del contenido estomacal para los 5 muestreos de camarones desde 2 a 10 g fue
46% detritos, 28% material vegetal, 12% presas, 9% alimento artificial y 5%
minerales. Todas las actividades enzimaticas ensayadas presentaron diferencias
significativas en alguno de los diferentes pesos, observandose una disminucién en
las actividades proteasa y tripsina a partir de los 6 g. Las actividades
quimotripsina y lipasa, por el contrario, se incrementaron en relacion a la ganancia
de peso. La actividad amilasa se duplicé después de 2 g. La actividad amilasa y
lipasa presentaron una correlacion positiva significativa. El cambio en la
preferencia alimenticia y en la actividad enzimatica puede estar evidenciando una
adaptacion fisiologica a dietas con menor contenido de proteina después de que

los camarones alcanzan los 6 g de peso corporal.



ABSTRACT.

Litopenaeus vannamei shrimps were collected at each body weight
increase in 2 g during a semi-intensive culture cycle. The different components in
the stomach content were determined in order to evaluate the feeding preferences.
Assays were made to determine the activity of the digestive enzymes amylase,
lipase, proteases, trypsin and chymotrypsin. During the culture period, natural food
contributed for 91% of the shrimp total diet. The average for the different elements
present in the stomach content of shrimps between 2 and 10 g were: 46% detritus,
28% plant material, 12% preys, 9% artificial feed and 5% minerals. All of the
enzyme activities assayed showed significant differences in any of the different
weights. A decrease in protease and trypsin activities was observed from 6 g
onwards. Chymotrypsin and lipase activities, on the contrary, increased in relation
to body weight gain. Amylase activity increased two fold after 2 g. Amylase and
lipase activities showed a significant positive correlation. The changes in food
preference and enzyme activity may be suggesting a physiological adaptation to
diets with lower protein content after the shrimp reach 6 g in body weight.



1. INTRODUCCION

El desarrollo de la acuacultura de los crustaceos a conducido a la necesidad de un
mejor entendimiento de la relacién entre la anatomia y la funcién del tracto
digestivo de los crustaceos decapodos, en particular los camarones peneidos
(Ceccaldi 1997). Una alimentacién efectiva depende del conocimiento acerca de
como los organismos usan los diferentes componentes de las dietas (Vega-
Villasante et al. 1993). Este hecho a llevado a que un numero de investigaciones
recientes acerca de los procesos digestivos se enfoquen en la evaluacion de la
habilidad de los organismos para hidrolizar, absorber y asimilar los principales
nutrientes de la dieta (Guzman et al. 2001). Dentro de estas investigaciones, el
estudio de las enzimas digestivas constituye un elemento clave en cuanto al
entendimiento del sistema digestivo y de los requerimientos nutricionales en
estadios especificos de desarrollo (Le Moullac et al. 1996). La relacion entre la
actividad de las diferentes enzimas digestivas y el crecimiento, puede asistir en la
definicion de la calidad de las dietas para camarones a diferentes edades (Lee y
Lawrence, 1985) debido a que el rompimiento quimico del alimento es lo que
determina en ultima instancia los tipos de nutrientes que estaran disponibles para

la asimilacion (Lee et al. 1984).

El alimento es el mayor costo variable y puede representar hasta el 60% de los
costos totales dentro del cultivo de los camarones peneidos (Akiyama et al. 1992).
La proteina es el ingrediente mas critico presente en las dietas debido a que es el
mas costoso y como macronutriente, es el que soporta el crecimiento de los
organismos. Una determinante clave de la digestibilidad y de la eficiencia de
asimilacion de las proteinas ingeridas es la presencia de las enzimas proteasas en
el tracto digestivo (Picos-Garcia et al. 2000). Dentro de éstas, la tripsina es la
enzima mas importante en los crustaceos porque interviene en un 50 a 60% de la
hidrélisis protéica (Galgani et al. 1984). Cambios en la actividad enzimatica

digestiva pueden indicar respuestas fisioldogicas a diferentes condiciones



nutricionales (Harms et al. 1991) y ha sido hipotetizado que la actividad enzimatica
es mas alta para aquellos substratos que son mas comunes en la dieta (Johnston
y Yellowlees 1998; Moss et al. 2001). Ademas, los tipos y las propiedades de las
enzimas digestivas de los camarones definen capacidades digestivas y por lo
tanto, definen también los ingredientes a ser incluidos en las dietas para camaron
(Divakaran y Ostrowski, 1990).

En las piscinas de cultivo con manejo semi-intensivo, ocurre una contribucion
substancial a la nutricion de los camarones por parte de la biota presente
naturalmente (Hunter et al. 1987; Nunes et al. 1997; Focken et al. 1998). Por lo
tanto, las formulas alimenticias y los esquemas de alimentacion deben de
optimizarse para satisfacer los requerimientos nutricionales. En este contexto, una
mejor comprension de las preferencias alimenticias y de la utilizacién del alimento
por los camarones peneidos es esencial para optimizar el uso de nutrientes y para
reducir la contaminacién ambiental que ocurre a causa de la excrecién de
metabolitos y el alimento artificial no consumido. Una pérdida neta de nutrientes
originada por una excesiva alimentacion representa también una pérdida
econémica para el acuacultor (Talbot y Hoyle, 1994). Gran parte de los estudios
sobre la actividad enzimatica digestiva se han enfocado a larvas y postlarvas de
varias especies de peneidos (Lovett y Felder, 1990; Lemos y Rodriguez, 1998;
Brito et al. 2001) originandose asi una menor cantidad de estudios orientados
hacia las etapas de juvenil y adulto.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de las enzimas digestivas y la preferencia alimenticia de

Litopenaeus vannamei en funcion del tamafio corporal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la actividad de las enzimas digestivas amilasa, lipasa, proteasas
totales, tripsina y quimotripsina en camarones de diferentes edades cultivados
semi-intensivamente.

Evaluar cualitativa y cuantitativamente el contenido estomacal en camarones

juveniles en diferentes edades durante un ciclo de produccion.



3. ANTECEDENTES

3.1.CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

El camardn blanco Litopenaeus vannamei (Perez-Farfante y Kensley 1997) se
encuentra distribuido a lo largo de la costa del Oceano Pacifico desde Sonora en
México hasta Tumbes en Peru. Se ha determinado que tiene una preferencia por
fondos de sedimento suave y habita desde la linea costera hasta los 72 m de
profundidad (Dore y Frimodt 1987). Esta especie es muy eurihalina y soporta un
rango de salinidades desde 0 hasta 50 ups y temperaturas entre 22 y 32 °C (Pillay
1997). Los machos adultos producen espermatéforos muy complejos con varias
estructuras accesorias. Las hembras presentan télico abierto y la produccion de
huevecillos depende del tamafio individual. Las hembras de 30 a 45 g de peso
producen entre 100 mil y 250 mil huevecillos por desove. L. vannamei se distingue
de otros camarones peneidos por la presencia de espinas hepaticas y antenales
muy pronunciadas en el cefalotérax y por el arreglo de 8 6 9 dientes en el borde
superior del rostrum y 1 6 2 dientes en el borde inferior.

3.2. DATOS DE PRODUCCION

El cultivo de camardn es el tipo de acuacultura de agua calida de mas rapida
expansion en el mundo (Phillips et al. 1993). En 1996 la produccion global de
camaron de cultivo estuvo cercana a 700,000 TM y provino de granjas que cubrian
una extensién de 1.37 millones de Ha (Rosenberry 1996). En el continente
americano, el camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei representé mas
del 90% de la produccién en 1998 cuando alcanzé las 132,000 TM (Rosenberry
1998).



3.3. ASPECTOS NUTRICIONALES

El comun denominador entre los diferentes habitos alimenticios de los decapodos
es una constante actividad alimenticia sobre el sustrato para mantener pequefias
cantidades de material organico en el proventriculo (Cuzon et al. 2000). El tracto
digestivo anterior de los camarones peneidos es pequefo y representa solamente
del 2 al 3% del peso corporal (Marte, 1980; Wassenberg y Hill, 1987), por lo tanto
ingieren su alimento en pequenas cantidades y consumen una nueva racion de
alimento cuando una previa cantidad esta siendo digerida (Schwamborn y Criales
2000). De esta manera, en cualquier momento se puede encontrar alimento en
sus estdmagos (Focken et al. 1998; Nunes y Parsons 2000b). Los peneidos se
adaptan muy bien a los cambios en la composicion de la dieta mediante la
induccion de un conjunto de enzimas digestivas (Le Moullac et al. 1996)

sintetizadas y secretadas en el hepatopancreas (Ceccaldi 1997).

En el caso especifico de L. vannamei, se ha demostrado una tolerancia nutricional
mayor que otras especies. Esta tolerancia se debe, en parte, a su alta capacidad
para utilizar un amplio rango de proporciones proteina/energia para su crecimiento
(Rosas et al. 2001). Estas adaptaciones representan una ventaja técnica en
cuanto a la elaboraciéon de alimentos artificiales porque el camarén aceptara e

hidrolizara un gran numero de ingredientes incluidos en las dietas.

3.4. PREFERENCIA ALIMENTICIA

Los estudios sobre los habitos alimenticios de los camarones peneidos indican
gue estos son omnivoros y que algunas especies presentan tendencias carnivoras
o herbivoras (Mc Tigue y Zimmerman 1991). Se ha observado que en general, las
especies del subgénero Farfantepenaeus (F. duorarum, F. aztecus, F. brasiliensis)

presentan habitos omnivoro-carnivoros, mientras que las especies del subgénero



Litopenaeus (L. setiferus. L. vannamei, L. schmitti) tienen habitos omnivoro-
herbivoros (Marte 1980; Hunter y Feller 1987).

Mc. Tigue y Zimmerman (1991) afirman que estas preferencias estan asociadas
con diferentes proporciones de materia de origen animal o vegetal en la dieta y
podrian evidenciar requerimientos nutricionales distintos. Recientemente se ha
observado que diferencias en los habitos alimenticios y en los requerimientos
nutricionales estan asociadas también con la capacidad de las especies para
utilizar en diferentes proporciones a las proteinas como sustrato metabdlico
(Rosas et al. 1995).

Los sistemas de cultivo extensivos y semi-intensivos ofrecen una variedad de
fuentes alimenticias presentes naturalmente (Bombeo-Tuburan et al. 1993; Nunes
et al. 1997) y se ha sugerido que la formulacion de alimentos destinados a
sistemas de cultivo semi-intensivo debe de considerar el valor nutricional del
alimento natural para tratar de complementarlo y asi satisfacer los requerimientos
nutricionales del camardon (Focken et al. 1998). Los estudios sobre las
preferencias alimenticias en diversas especies de peneidos indican que una
amplia variedad de componentes alimenticios son consumidos. Nunes et al. (1996)
evaluaron los patrones de alimentacién de Farfantepenaeus subtilis durante un
ciclo de cultivo y determinaron que los camarones ingieren una gran variedad de
componentes que varian en proporcion a diferentes edades pero no difieren en
base al ritmo circadiano. Una variabilidad en los componentes alimenticios
también fue observada por Nunes et al. (1997) al determinar las siguientes
proporciones de elementos contribuyentes al contenido estomacal de F. subtfilis
durante un ciclo de engorda: presas 33%, detritos 26%, macrofitas 11%, alimento
artificial 16% y minerales 6 a 9%. Los autores observaron una disminucién en el
consumo de material vegetal y un incremento en el consumo de presas a medida
gue los camarones aumentaban su peso, lo cual indicé un cambio hacia una

tendencia mas carnivora (Nunes et al. 1997). Otro estudio con Penaeus monodon



(Focken et al. 1998) también revelé diferencias en la preferencia alimenticia
durante un ciclo de cultivo. En la semana 6 de cultivo, las proporciones de
alimento encontradas consistieron en 29% de alimento artificial, 42% de material
vegetal, 2% de partes de crustaceos y 27% de diverso material detrital; en la
semana 11 los porcentajes (mismo orden) fueron 47%, 21% 23% y 9% y en la
semana 16, 22%, 34%, 32% y 13% respectivamente, en estos dos ultimos
estudios, el alimento artificial contribuyé en un porcentaje entre 15y 47% al
contenido estomacal (Focken et al. 1998). Reymond y Lagardére (1990)
encontraron alimento artificial en contribuciones promedio tan bajas como 4% del

contenido estomacal total durante un ciclo de cultivo con Marsupenaeus japonicus.

En los sistemas de cultivo semi-intensivos la biota natural de las piscinas otorga
una contribucién importante a la nutricion de los camarones a pesar de que se
suministren cantidades significativas de alimento artificial (Reymond y Lagardére
1990; Nunes 1996). Ademas, esta biota natural es fuente de nutrientes no
presentes en las dietas artificiales que son nutricionalmente incompletas (Hunter et
al. 1987) o que se distribuyen mediante un esquema de alimentacién deficiente
provocando un bajo impacto del alimento artificial sobre el sistema de cultivo
(Nunes y Parsons 2000b).

El tipo de material vegetal presente en los estanques de cultivo y que
frecuentemente es encontrado también en el contenido estomacal de los
camarones, esta representado por diatomeas, algas filamentosas, masas de
cianobacterias y fragmentos de macrofitas acuaticas y terrestres (Bombeo-
Tuburan et al. 1993; Nunes et al. 1997; Focken et al. 1998).

Las presas potenciales pueden estar conformadas por copépodos, anfipodos,
larvas de otros crustaceos, poliquetos, moluscos, nematodos, foraminiferos e
insectos (Hunter y Feller 1987; Reymond y Lagardére 1990; Nunes y Parsons

2000a). La seleccion de la presa depende de factores tales como el tamafio



relativo presa/depredador, la palatabilidad y la facilidad de captura (Reymond y
Lagardére 1990; Deudero y Morales-Nin 2001). Nunes y Parsons (2000a)
determinaron que los poliquetos son una presa importante para F. subtilis'y
sugieren el uso de alimentos con una atractabilidad mejorada a fin de permitir un

balance entre el consumo de alimento artificial y la depredacion de poliquetos.

La adicion de alimento artificial en los estanques camaroneros esta basada en su
mayoria en tablas para calcular las raciones diarias a partir de un porcentaje de la
biomasa y del peso promedio de los camarones presente en el estanque (Molina
et al. 2000). Una parte del alimento artificial no es consumido de inmediato por los
camarones, sino que es asimilado por bacterias y otros eslabones de la cadena
trofica (Reymond y Lagardére 1990), de esta forma, el alimento artificial pasa a ser
un elemento mas de los detritos y estimula a la productividad natural.

Detritos es un término que generalmente se usa en ecologia acuatica para hacer
referencia a la materia organica no viva. Los detritos aportan una contribucion
alimenticia muy importante para la dieta de los camarones (Cockcroft y McLachlan
1986; Bombeo-Tuburan et al. 1993; Nunes et al. 1997) y estan intrinsecamente
asociados con microrganismos, los cuales constituyen del 5 al 10% de la masa
detrital en peso (Moriarty 1997). El material mineral puede ser ingerido
accidentalmente y esta conformado por arcilla, limo y/o granos de arena.

3.5. ENZIMAS DIGESTIVAS

La produccién de enzimas digestivas en el hepatopancreas de los crustaceos se
encuentra controlada, en parte, por hormonas del pedunculo ocular (Cecaldi
1997). A excepcidén de un zimogeno putativo de la quimotripsina (Sellos y Van
Wormhoudt,1992), no se han encontrado otros zimogenos de enzimas digestivas
en el hepatopancreas (Carrillo y Gonzalez 1998).



En conjunto, las enzimas digestivas que poseen los camarones son capaces de
hidrolizar una variedad de sustratos y varios factores estan implicados en su
regulacion, entre ellos se encuentran la dieta (Le Moullac et al. 1996; Guzman et
al. 2001; Brito et al. 2001), los cambios ontogenéticos (Lovett y Felder 1990;
Lemos y Rodriguez 1998), el tamafio corporal (Lee y Lawrence 1985), los ritmos
circadianos (Gonzalez et al. 1995; Molina et al. 2000), el ciclo de muda (Fernandez
et al. 1997) e incluso ha sido reportado que el agua de cultivo ejerce un efecto
estimulante sobre la actividad enzimética digestiva (Moss et al. 2001).

Le Moullac et al. (1994) utilizaron caseina, gelatina, harina de calamar y proteina
soluble concentrada de pescado para determinar sus respectivos efectos sobre la
actividad y sintesis de la tripsina, quimotripsina y amilasa. Sus resultados indican
que para las tres enzimas, se registraron actividades significativamente mas altas
para las dietas que contenian harina de calamar y caseina. Algunas de sus
conclusiones sefalan que las actividades de la amilasa y proteasas estan
moduladas por la composicion de la dieta y aumentan con los respectivos
incrementos de glucidos y proteina de la dieta (Le Moullac et al. 1994). Lee y
Lawrence (1985) evaluaron la digestibilidad y la actividad enzimatica en L.
setiferus de varios tamanos alimentados con diferentes dietas. La actividad
especifica de la tripsina y de la amilasa fue mayor en camarones de 4 g que en
camarones de 9 y 14 g alimentados con dietas cuyo porcentaje de proteina fue
22%; la actividad especifica de la lipasa mostré una amplia variabilidad entre los
tratamientos. Sus conclusiones indican que el incremento en la actividad
enzimatica digestiva puede tener una relacion negativa con el crecimiento corporal
y la digestibilidad de la dieta (Lee y Lawrence 1985). Las técnicas que permiten
determinar el comportamiento enzimatico han sido aplicadas también a otros
invertebrados de valor comercial. Picos-Garcia et al. (2000) determinaron la
actividad enzimatica en el abulén Haliotis fulgens en relacion al alimento
consumido y en diversos érganos digestivos y concluyeron que la actividad de las

enzimas proteasas cambia desde juvenil hasta adulto. La actividad de la tripsina,



quimotripsina y fosfatasa acida fueron detectadas en el hepatopancreas y visceras
de abulones juveniles, mientras que en los adultos se registré actividad tripsina y
quimotripsina en el fluido intestinal pero no en el hepatopancreas.

Las concentraciones intracelulares de enzimas digestivas (en el hepatopancreas)
reflejan directamente las concentraciones presentes en el lumen del tracto
digestivo (Rodriguez et al. 1976). De esta forma, el estudio de las enzimas
digestivas es un paso esencial hacia el entendimiento del mecanismo de la
digestion y permite un mejor ajuste de las necesidades nutricionales (Le Moullac et
al. 1996)

3.5.1. Amilasa

La a-amilasa es una glicoproteina carbohidrasa que cataliza la hidrdlisis de los
enlaces 1-4 de los carbohidratos. Tres isoformas de la amilasa se han
determinado en L. vannamei (Van Wormhoudt et al. 1996) y en cuanto a posibles
zimogenos, no ha sido caracterizado ninguno para esta enzima en crustaceos
(Carrillo y Gonzalez 1998). Dependiendo del grado de actividad amilolitica en los
camarones peneidos, es posible incluir diferentes proporciones de carbohidratos
compuestos (generalmente almidones) en las dietas. Tomando en consideracién
que el almidon es el componente mas barato en las dietas para organismos
acuaticos, es de importancia para el cultivo del camarén porque remplaza
parcialmente a la proteina (Cousin et al. 1996) como fuente energética. Fernandez
et al. (1997) observaron un pico de la actividad amilasa en el estdbmago de
Farfantepenaeus notialis en el estadio de muda D,-D4. En otro estudio, Vega-
Villasante et al. (1993) determinaron que la actividad de la amilasa en el tracto
digestivo de Litopenaeus californiensis aparenta ser halotolerante y se activa de
mejor forma en presencia de bajas concentraciones de iones como magnesio,

calcio y sodio.
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3.5.2. Lipasa

La lipasa cataliza la hidrdlisis de ésteres de glicerol emulsificados y acidos grasos
de cadena larga. La digestion enzimatica de los lipidos en crustaceos es diferente
a la de los vertebrados porque la emulsificacion de los lipidos ocurre mediante
derivados de la taurina, acido célico y desoxicélico (Cruz 1996). Lee y Lawrence
(1985) reportaron la actividad especifica de la lipasa como la mas variable de
entre 6 enzimas en adultos de L. setiferus, mientras que Lovett y Felder (1990)
detectaron actividad esterasa pero no actividad lipasa en postlarvas de L.
setiferus. Deering et al. (1996) determinaron que las lipasas de P. monodon
producen 1,2-diacilglicerol y acidos grasos libres como unicos productos de la
hidrdlisis in vitro usando trioleina como sustrato. Los autores concluyeron que esta
especificidad es similar a la de la lipasa pancreatica de los mamiferos y a la

observada en Homarus americanus.

3.5.3. Proteasas

Las proteasas son enzimas proteoliticas clasificadas en dos grupos: las
endopeptidasas, enzimas que cortan los enlaces peptidicos en el interior de las
cadenas proteicas, y las exopeptidasas o enzimas que cortan los enlaces
peptidicos aminoterminales, carboxiterminales y dipéptidos. El contenido de
proteasas serinicas en el hepatopancreas de los peneidos es muy alto (Tsai et al.
1986). La actividad de las proteasas esta modificada por la cantidad y calidad de
la proteina presente en la dieta. Se ha determinado que la actividad de las
proteasas se eleva en L. setiferus de 10 gramos cuando se les alimenta con una
dieta baja en proteina (22%) posiblemente en respuesta a una escasa fuente de
proteina a la que se intenta hidrolizar al maximo (Lee y Lawrence 1985).
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3.5.4. Tripsina

La tripsina es una endopeptidasa serinica que tiene especificidad para escindir
péptidos y proteinas en el enlace carboxamida de los residuos de lisina y arginina
(Geiger y Fritz 1988). La eficiencia catalitica de las tripsinas de los crustaceos
peneidos es mayor a la de las tripsinas de los vertebrados (Van Wormhoudt et al.
1996) y en L. vannamei, es la enzima mas activa de todas las proteasas
caracterizadas (Lemos et al. 2000). Omondi y Stark (2001) realizaron estudios de
inhibicion enzimatica en homogeneizados de hepatopancreas de Fenneropenaeus
indicus y concluyeron que la actividad de la tripsina contribuye con casi 50% al
total de la protedlisis. Diaz (1997) observdé que en L. schmitti la actividad de la
tripsina sigue el mismo patrén que la actividad de las proteasas totales durante el
ciclo circadiano, registrandose un pico de actividad entre las 10h00 y las 12h00.
Galgani et al. (1985) determinaron 6 isoformas de la tripsina en Marsupenaeus

Japonicus.

3.5.5. Quimotripsina

La quimotripsina es una endopeptidasa serinica. Tsai et al. (1986) detectaron
actividad de la quimotripsina y tripsina en el hepatopancreas, estbmagos e
intestinos de P. monodon, P. penicillatus, M. japonicus, Metapenaeus monoceros y
Macrobrachium rosenbergii. Los autores concluyeron que la quimotripsina fue tan
importante como la tripsina en los procesos digestivos de estos decapodos.
Ensayos de actividad hidrolitica sugieren que las quimotripsinas de P. monodon
tienen especificidad por los enlaces del extremo carboxilo de la tirosina,
fenilalanina y leusina (Tsai et al. 1991). Van Wormhoudt et al. (1992) purificaron 2
isoformas de la quimotripsina a partir del hepatopancreas de L. vannamei. En
estudios mas tempranos a los citados previamente, la actividad de la quimotripsina
no habia sido detectada. Por ejemplo, no la detectaron Gates y Travis (1973) en L.
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setiferus ni Lee et al. (1984) en L. vannamei, debido probablemente a la carencia

de sustratos mas sensibles y altamente especificos.

3.6. CAMBIOS ONTOGENETICOS Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los estadios larvarios y postlarvarios de los camarones peneidos sufren una serie
de cambios metamorficos que inciden directamente sobre la actividad enzimatica
(Lovett y Felder 1990; Lemos y Rodriguez 1998). Sin embargo, también en las
etapas de juvenil y adulto se detectan cambios en las diferentes actividades
enzimaticas que parecen estar relacionados al crecimiento y a la digestibilidad del
alimento (Lee y Lawrence 1985).

Una correlacion entre el cambio ontogenético en la actividad enzimatica y la
variacion en el patron alimenticio en camarones peneidos ha sido ampliamente
aceptada (Lee et al. 1980; Fang y Lee 1992; Ribeiro y Jones 2000). La importancia
de conocer la variabilidad de la actividad enzimatica relacionada con el proceso
ontogenético radica en el hecho de que ésta relacion se puede usar como un
indice del estado trofico para estimar la fase de desarrollo en las cuales las
formulaciones de las dietas deben ser modificadas (Cuzon et al. 1980; Galgani et
al. 1984).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MUESTREO

Los organismos utilizados fueron colectados durante un ciclo de cultivo en un
mismo estanque de la granja camaronera OPUMARSA, ubicada frente a la costa
de Palmar, Guayas. La camaronera opera sus estanques semi-intensivamente (9-
12 ind/m?). El alimento fue distribuido mediante bandejas de alimentacién (28-
30/ha) y el recambio de agua se efectué solamente en bajamar durante cada
periodo de marea de sicigia (quiebra). En vista de que la camaronera suspendié la
alimentacién artificial durante el periodo de estudio, se eligié una segunda
camaronera para complementar los organismos destinados para la evaluacion del
contenido estomacal. El segundo sitio de muestreo fue uno de los estanques de la
granja camaronera La Josefina (El Rosario S.A.) ubicada cerca de uno de los
ramales del rio Guayas cercano a la ciudad de Guayaquil. En ésta granja, los
camarones fueron sembrados a una densidad de10-15 ind/m?, el alimento fue
distribuido por dispersion y el recambio de agua se efectua solo para recuperar el
nivel perdido por evaporacion y filtracion. En ambas granjas el alimento artificial

fue suministrado una vez al dia por las mananas.

El periodo de muestreo se establecio desde Diciembre del 2000 hasta Mayo del
2001 y los organismos fueron colectados entre las 12h00 y 14h00 debido a que en
este horario se ha determinado una mayor tasa de ingestion y actividad enzimatica
(Molina et al. 2000). Se seleccionaron camarones a intervalos de
aproximadamente 15 dias durante un ciclo de cultivo con el fin de obtener
animales separados por un rango de peso aproximado a los 2 g. El peso se
determiné en una balanza portable (Ohaus, EU). Los organismos que estuvieron
dentro del peso requerido fueron seleccionados en un mismo estadio de muda
para evitar la variabilidad que ocurre en la tasa de ingestién de alimentoy en la

actividad enzimatica durante los diferentes estadios (Fernandez et al. 1997; Molina
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et al. 2000). Los estadios de muda se determinaron de acuerdo a Kuo y Lin (1996)
mediante la observacién de la cuticula y las setas de los ur6podos en un
esteromicroscopio (Olympus, EU). Cincuenta individuos en estadio de premuda
temprana (Do) por cada grupo de peso fueron colectados e inmediatamente
sacrificados por inmersién en agua helada para ser transportados al laboratorio.
La diseccion de los camarones se realizé removiendo la cuticula del cefalotérax
para después efectuar un corte dorsal por donde se extrajeron el hepatopancreas
y el estbmago. Ambos 6rganos se almacenaron en microtubos individuales a -20

°C hasta su posterior analisis.

4.2. EVALUACION DEL CONTENIDO ESTOMACAL

Los estébmagos fueron disectados mediante la técnica de Focken et al. (1998) y su
contenido fue extraido mediante un corte dorsal en el proventriculo (camara
anterior). No se consider6 el alimento presente en la camara pilérica (camara
posterior) porque éste es triturado previamente por los osiculos del proventriculo y
se encuentra irreconocible (Chong y Sasekumar 1981). El contenido estomacal fue
trasladado a microtubos Eppendorf para determinar el peso humedo y
posteriormente el peso seco después de someter las muestras a 60 °C por 3
horas. Alicuotas de 0.05 mL de las muestras resuspendidas en 0.4 mL de solucion
salina al 5% fueron colocadas en 4 areas de conteo de una camara de Neubauer.
Las muestras se observaron al microscopio (Olympus, EU) a 10X y 20X. Previo a
las disecciones, y para facilitar la identificacion de los diferentes elementos
presentes en el estbmago, se tomaron muestras de alimento artificial (macerado
en agua) y muestras de bentos provenientes de los estanques de cultivo para
observarlas al microscopio. Los diversos componentes encontrados en los
estébmagos fueron identificados y clasificados dentro de las siguientes categorias:
presas (animales completos o fragmentos), alimento artificial, material vegetal
(microalgas, macrofitas, y algas filamentosas), detritos (agregado

organico/bacteriano y material semidigerido) y minerales. La ingestion de cada
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componente (en base seca) fue calculada como la proporcion de cada
componente multiplicada por el peso total de materia en el estomago. Para
compensar la desviacion del peso corporal a partir de su media en cada uno de los
muestreos, el peso seco de cada componente se multiplicé por el peso corporal

promedio y se dividio por el peso corporal individual.

4.3 ANALISIS ENZIMATICOS

4.3.1 Preparacion del suero enzimatico

Los hepatopancreas fueron pesados y macerados en 0.5 mL de solucion tampén
helada en tubos de microensayo Eppendorf mediante un microhomogeneizador de
tejido (Wheaton, EU). El homogeneizado fue aforado hasta 1.5 mL con solucion
tampon e inmediatamente centrifugado (Kokusan, Japén) a 13,000 rpm por 5
minutos a 4°C. El sobrenadante libre de la capa lipidica fue separado y dividido en
alicuotas individuales para cada una de las actividades enzimaticas evaluadas.
Las submuestras fueron transferidas a tubos de microensayo y congeladas a -20
°C hasta su posterior analisis. Después de descongelar, se efectuaron diluciones
con solucion tampon para obtener las concentraciones requeridas para cada uno
de los ensayos. Estos se realizaron por duplicado y el valor promedio se utilizé

para la determinacion de actividad.

4.3.2 Amilasa

La actividad amilasa fue determinada por el método de Rick y Stegbauer (1984).
Los homogeneizados fueron diluidos con una solucién tampén de fosfato 5 mM
(NazHPO4.2H,0 y KH,PO4, Sigma, EUA) en presencia de cloruro de sodio (0.9%)
a pH 6.9. Posteriormente fueron incubados con una solucion de almidén (1 %)
durante 10 minutos a 25 °C. La reaccién fue detenida mediante la adicion de acido
dinitrosalicilico (Kanto Chemical, Japon) y ebullicion durante 5 minutos. Una curva
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de calibracion fue preparada utilizando maltosa (Kanto Chemical, Japoén). Las
muestras y la curva de calibracion fueron leidas a 550 nm en un espectrofotometro
(Jenway, RU). La unidad de actividad de amilasa se defini6 como el numero de

micromoles de maltosa liberados por minuto por miligramo de proteina.

4.3.3. Lipasa

La actividad lipasa se ensay6 mediante el método de Versaw et al. (1989)
utilizando B-Naftil caprilato (N-8875, Sigma, EUA) como substrato en una solucién
tampdn deTris 50 mM, pH 7.2. La reaccion se efectué a 25 °C y fue detenida
despues de 35 minutos mediante la adicién de acido tricloroacético. Se aplicé una
solucion de acetato de etilo:etanol (50:50) y se realizé la lectura a 540 nm. Para
realizar los calculos de la actividad lipasa se consideré que una unidad de
actividad es igual a la cantidad de enzima que origina un incremento en
absorvancia de 0.001/min (AAs4o nm 0.001/min). Estas unidades se reportaron en

base a la proteina disuelta.

4.3.4. Proteasas

La actividad de las proteasas se ensayd segun el método de Garcia-Carreno
(1992) utilizando azocaseina al 2% (A2765, Sigma, EUA) como sustrato disuelto
en una solucion tampén de tris hidroximetil aminometano (Tris, T-1378, Sigma,
EUA) 50 mM, pH 7. La reaccién fue detenida mediante la adicion de acido
tricloroacético (Chamaleon, Japéon) al 20%. Finalmente se leyd en un
espectrofotdmetro a 440 nm. Para realizar los calculos de actividad, se consideré
que una unidad de actividad es igual a la cantidad de enzima que origina un
incremento en absorvancia de 0.001/min (AA440 nm 0.001/min). Estas unidades se
reportaron en base a la proteina disuelta presente en los homogeneizados.
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4.3.5. Tripsina

La actividad de la tripsina fue determinada cinéticamente de acuerdo al método de
Tseng et al. (1982) utilizando hidrocloruro de N-alfa-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BAPNA, B-4875, Sigma, EUA) como sustrato en una solucién tampén
de tris 50 mM en presencia de cloruro de calcio (20 mM) y a pH 8.2. La reaccién
se registré en un espectrofotémetro (Jenway, RU) cada 0.9 segundos durante 3
minutos a 407 nm. La temperatura de reaccion e incubacion fue de 25 °C.

4 3.6 Quimotripsina

La actividad enzimatica de la quimotripsina se determiné de acuerdo al método
descrito en Geiger (1988). El ensayo se efectud cinéticamente con N-succinil-ala-
ala-pro-fen-p-nitroanilida 0.02 mM (SAPPNA, S7388, Sigma, EUA) como substrato
en una solucion tampdn de tris 100 mM a pH 7.8. La reaccién se registré cada 0.9
segundos durante 3 minutos a 405 nm. La temperatura de reaccion e incubacion
fue de 25 °C. Una unidad de actividad tripsina y quimotripsina correspondieron a 1
micromol de 4-nitroanilina liberada en un minuto por miligramo de proteina. Los
calculos se basaron en un coeficiente de extincion €405= 10.2 L mmol/cm (Geiger,
1988; Geiger y Fritz 1988).

4.3.7. Proporcion amilasa/proteasas

La proporcion amilasa/proteasas es un valor frecuentemente utilizado para
caracterizar las capacidades digestivas (Lovett y Felder 1990). Las proporciones
amilasal/tripsina, amilasa/quimotripsina, lipasa/amilasa y tripsina/lipasa también

fueron calculadas como indicadores de actividad predominante.
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4.3.8. Proteina soluble

La determinacion de proteina soluble se efectué en homogeneizados diluidos
mediante el método de Bradford (1976) usando albumina sérica bovina (A7030,
Sigma, EUA) en una concentraciéon de 1 mg/mL como estandar y aplicando el
protocolo establecido en Bio-Rad (Bio Rad Laboratories, EUA). Las lecturas se
efectuaron a una longitud de onda de 595 nm.

4.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de actividad de las diferentes enzimas digestivas obtenidos para cada
grupo de peso fueron verificados para determinar distribuciones normales. La
homogeneidad de varianzas se verific6 mediante una prueba de Bartlett.
Posteriormente los grupos fueron comparados entre si mediante un analisis de
varianza de una via. En caso de obtener diferencias significativas, los datos fueron
sometidos a comparaciones multiples mediante una prueba de diferencia minima
significativa (método de Fisher). Los datos que no presentaron homocedasticidad
fueron analizados mediante una prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente
sometidos a comparaciones multiples mediante el procedimiento de Dunn. Analisis
de correlacion de Pearson fueron aplicados para determinar asociaciones
positivas o negativas significativas entre las diferentes actividades enzimaticas.
Los analisis estadisticos se efectuaron a un nivel de significancia de 0.05
utilizando los paquetes estadisticos Data Desk (6.1, Ithaca EU, 1997) y Statistica
(StatSoft, EU, 1994).
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5. RESULTADOS

5.1. CONDICIONES DE MUESTREO

El periodo de muestreo en la granja camaronera OPUMARSA fue desde el 21 de
Diciembre del 2000 hasta el 5 de Marzo del 2001. Se eligié un estanque de 8 ha.
La temperatura del agua se mantuvo entre 25 y 27 °C y la salinidad entre 33 y 35
ups. Se realizaron seis muetreos para la determinacion de la actividad enzimatica.
Los promedios de peso para cada uno de los muestreos se presentan en la Tabla
1. Con el objetivo de facilitar la interpretacién de los datos los promedios fueron
redondeados al numero entero mas cercano. Los camarones de 2 y 4 g también
fueron usados para las determinaciones de contenido estomacal. El periodo de
muestreo en la camaronera La Josefina incluyo los meses de Abril y Mayo del
2001. En esta ultima camaronera se colectaron individuos de 6, 8 y 10 g para
complementar los ensayos de contenido estomacal. Las muestras se tomaron de
un estanque de 9 ha. La temperatura se mantuvo entre 25 y 28 °C y la salinidad
entre 16 y 19 ups. Ambas camaroneras usaron un alimento artificial con 22% de
proteina adicionado con antibitticos (litoflaxina en la primera camaronera vy citrinal

en la segunda).

Tabla 1. Promedio de pesos corporales y proporciones de las actividades enzimaticas
digestivas de Litopenaeus vannamej cultivado semi-intensivamente.

Peso promedio (g) 19 £05° 36 +06° 64 +0.6° 83 +05° 9.9 +0.7° 11.9 £0.7°
Proporcion amilasa/proteasa 262 492 412 6.7b 8.1b 96°
Proporcion tripsina/lipasa 15_0b 552 572 362 572 372
Proporcion lipasa/amilasa 452 362 482 67b 58b 50ab
Proporcion

Amilasaltripsina (10°) 4.2° 7.1%° 9.2 8.7" 9.6" 8.0%°
Proporcion

Amilasa/quimotripsina (10°) 1.4° 11€ 0_5b 032 022 012

Literales diferentes indican diferencias significativas a una P <0.05
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5.2. CONTENIDO ESTOMACAL

Durante el periodo de estudio se disectaron un total de 228 estomagos de los
cuales solamente dos no contuvieron alimento. El contenido estomacal expresado
en peso humedo para los camarones de 2 g correspondié a un 0.1% (2.7 mg) de
su peso corporal y se incrementé hasta un 0.4% (38 mg) en camarones de 10 g
(Fig. 1). El peso del contenido estomacal fue muy variable dentro de cada una de
las edades muestreadas. El alimento natural constituyé el 91% de la dieta de L.
vannamei en condiciones de cultivo semi-intensivo. EI promedio de los 5
muestreos para los diferentes elementos presentes en los camarones de 2 a 10 g
fue 46% detritos, 28% material vegetal,12% presas, 9% alimento artificial y 5%

minerales.

5.2.1. Material vegetal

El material vegetal encontrado en los camarones de 2 y 4 g difirié cuantitativa y
cualitativamente respecto al observado en los camarones de 6, 8 y 10 g (Fig. 2-e)

El porcentaje de material vegetal en los camarones de 2 y 4g fue de 23 y
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Fig.1 Peso humedo y peso seco del contenido estomacal
presente en L. vannamei en diferentes pesos corporales.
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10% respectivamente. El 2% de los estémagos de los camarones de 2 g presento
diatomeas y el 10% fragmentos de plantas macrofitas. El 15% de los estbmagos
de los camarones 2 y 4 g revelaron algas filamentosas. En cambio, en los
camarones de 6 g y mayores, el material vegetal aportd una contribucion mas alta
(> 30%) al contenido estomacal total. En los estbmagos de estos camarones se
observé un minimo de algas filamentosas (2%) y un aporte mayor de fragmentos
de plantas macrofitas (presente en un 18, 65 y 74% de los estdbmagos de
camarones de 6, 8 y 10 g respectivamente) y diatomeas (presentes en un 40, 15y
29% de los estobmagos de camarones de 6, 8 y 10 g respectivamente). Las
diatomeas estuvieron representadas principalmente por los géneros Cocconeis,

Cymbella, Navicula, Amphora y Gyrosigma.

5.2.2. Presas

La proporcion de presas fue mayor en los camarones de 4 g (20 %) (Fig. 2a-e).
Los camarones de 6, 8 y 10 g presentaron un porcentaje de presas de 13, 10y 8%
del contenido estomacal total. Las presas estuvieron representadas por
copépodos harpacticoides, nematodos, foraminiferos, fragmentos de

exoesqueletos y apéndices de insectos y crustaceos.

5.2.3. Alimento artificial

El alimento artificial contribuyé en forma variable en las diferentes etapas del
cultivo. Se determind un minimo de 2% de la contribucién total en camarones de 4
g (Fig. 2a-e) y un maximo de 20% en camarones de 6 g. La proporcion de
alimento artificial disminuy6 en las edades posteriores.
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5.2.4. Detritos

Los detritos fueron un elemento muy importante del material ingerido en todos los
tamanos y estuvo presente en un 99.1% de los estdmagos disectados durante el
periodo de estudio (Fig. 2a-e). Se observé un aporte del 60 y 64% del contenido
estomacal total en camarones de 2 y 4 g respectivamente. La cantidad de material
detrital disminuyé en edades posteriores observandose una contribucion no menor

a 33% del contenido estomacal total en los camarones mas grandes.

5.2.5. Minerales

Un promedio de 5% de minerales se observo en el contenido estomacal a lo largo
del cultivo, alcanzando un maximo de 10% en los camarones de 10 g (fig. 2e). El

material mineral consistio en cieno y granos finos y medianos de arena.

5.3. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Todos los sustratos utilizados resultaron sensibles a las respectivas enzimas
presentes en los homogeneizados. La actividad de la amilasa, lipasa y proteasas
totales se determinaron mediante la técnica de punto final, mientras que la
actividad tripsina y quimotripsina fueron evaluadas cinéticamente. La
concentracion de proteina en el hepatopancreas fue 311 £ 50 mg prot/g
hepatopancreas como promedio para los seis grupos de peso. La totalidad de las
actividades enzimaticas ensayadas presentaron diferencias significativas en
alguno de los diferentes pesos (Fig. 3a-e).

5.3.1. Amilasa

La actividad amilasa fue significativamente menor (P < 0.05) en camarones de 2 g,

incrementandose aproximadamente al doble a partir de los 4 y hasta los 12 g (Fig.
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quimotripsina aparece en escala logaritmica.




3a). Un descenso significativamente menor a los camarones de 10 y 12 g fue
registrado cuando se alcanzaron los 8 g

5.3.2. Lipasa

La actividad lipasa se incrementd significativamente (P < 0.05) entre los pesos 2, 4
y 6 g a medida que los camarones aumentaron su peso hasta alcanzar su maxima
actividad en camarones de 8, 10 y 12 g, entre los cuales no se registraron
diferencias significativas (Fig. 3b).

5.3.3. Proteasas

Los camarones entre 2 y 6 g presentaron una actividad poteasa estadisticamente
(p<0.05) superior a la observada en camarones mas grandes (Fig. 3e). La
actividad de las proteasas mostré una tendencia a disminuir en el transcurso del

periodo de estudio, donde los animales de 12 g presentaron la actividad mas baja.

5.3.4. Tripsina

La actividad de la tripsina fue variable durante el periodo de estudio. No se
determinaron diferencias significativas (p > 0.05) en la actividad entre los 2, 4, 8 y
12 g, pero si con respecto a los animales de 6 g ya que estos mostraron la
actividad mas alta para posteriormente disminuir desde los 8 g y alcanzar su valor
mas bajo en 10 g (Fig. 3c).

5.3.5. Quimotripsina

Durante el periodo de estudio, la actividad de la quimotripsina presenté un
incremento positivo correlacionado al crecimiento de los camarones (Fig. 3d, Tabla

2). Diferencias significativas (P < 0.05) entre las actividades de los animales en 2,
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4 y 6 g fueron establecidas, mientras que entre 6, 8 y 10 g no se encontraron
diferencias estadisticas (P>0.05). Sin embargo, un nuevo incremento significativo
(P < 0.05) fue determinado a los 12 g.

5.4. PROTEINA DISUELTA.

La concentracion de proteina disuelta en el hepatopancreas se incremento
significativamente conforme los camarones incrementaban de peso. La figura 3f
muestra los valores de regresion del peso corporal del camarén y los valores de
proteina disuelta. La variabilidad en proteina asociada al modelo fue de 95% (r?).
Considerando las condiciones experimentales bajo las cuales se realizé este
estudio de 10 semanas con animales de 2 a 12 g, el método de Fisher reportd
diferencias estadisticas (p < 0.05) entre cada una de las concentraciones de
proteina a excepcidén de los camarones de 4 y 6 g los cuales no presentaron

diferencias entre si.

Tabla 2. Matriz de correlacion del peso promedio, proteina disuelta y actividades

enzimaticas
Variable Peso Amilasa  Tripsina Quimotripsina Proteasas Lipasa Proteina hp
Peso 1 0.716 -0.165 0.941* -0.77 0.949* 0.962*
P=0.109 P=0.755 P=0.005 P=0.073 P=0.003 P=0.002
Amilasa 1 0.095 0.577 -0.278 0.829* 0.714
P=0.857 P=0.231 P=0.593 P=0.041 P=0.11
Tripsina 1 -0.161 0.589 -0.194 -0.153
P=0.76 P=0.218 P=0.712 P=0.772
Quimotripsina 1 -0.834* 0.797 0.968*
P=0.038 P=0.057 P=0.001
Proteasas 1 -0.64 -0.819*
P=0.17 P= 0.046
Lipasa 1 0.876*
P=0.022
Proteina hp 1

*Correlaciones con asterisco son significativas a una P < 0.05
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5.4. CORRELACION ENTRE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Unicamente las actividades lipasa y quimotripsina mostraron una correlacion
positiva con el peso. La actividad de la amilasa y lipasa presentaron una
correlacion positiva significativa (r= 0.82) entre ellas, mientras que la actividad de
las proteasas y la actividad quimotripsina mostraron una correlacion negativa
significativa (r= -0.83). El resto de las enzimas no presentaron correlaciones
significativas al ser comparadas entre ellas (Tabla 2). La proporcion
amilasa/proteasas se incrementd significativamente con el incremento de peso
corporal (Tabla 1), mientras que las proporciones tripsinal/lipasa y
amilasa/quimotripsina mostraron una disminucion con el incremento corporal. Las
proporciones amilasaltripsina y lipasa/amilasa permanecieron relativamente

estables.
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6.DISCUSION

6.1. CONTENIDO ESTOMACAL

Algunos estudios indican que las especies de peneidos pueden llenar su
proventriculo en 10 minutos para después vaciarlo completamente en 2 a 4 horas
(Marte 1980; Wassenberg y Hill 1987). La identificacion de los elementos
presentes en el contenido estomacal es posible gracias a la constante actividad
alimenticia que los camarones ejercen en el sustrato para mantener pequefnas
cantidades de material organico en el proventriculo (Cuzon et al. 2000). Sin
embargo, los componentes que han permanecido un tiempo mayor a 2 horas han
sido sometidos a una trituracidn mecanica y a una digestiéon quimica por lo tanto
es muy dificil, si no imposible, reconocerlos mediante el microscopio (Chong vy
Sasekumar 1981). Esta es una de las razones por las cuales en el presente y
otros estudios se encuentran altas proporciones de detritos en el estdmago. No
obstante, existen otros métodos que permiten identificar los componentes del
contenido estomacal que se han asimilado en el tiempo y estan visualmente
irreconocibles. Por ejemplo, Hunter y Feller (1987) evaluaron inmunolégicamente
los elementos en la dieta de F. aztecus y L. setiferus. Mientras que en otros
estudios, Riera et al. (2000) y Schwamborn y Criales (2000) determinaron las
preferencias alimenticias de F. aztecus y F. duorarum, respectivamente, mediante
la cuantificacion de las proporciones isotépicas de los camarones y de varios
componentes de sus dietas en el medio natural. En el presente estudio, la
identificacion de los componentes del contenido estomacal de acuerdo a la técnica
descrita en Focken et al. (1998), fue facilitada mediante la observacion
microscoépica previa de muestras de bentos de la piscina de cultivo y muestras de
alimento artificial, asi como de sus ingredientes individuales. Los diferentes
elementos encontrados en los contenidos estomacales y sus respectivas
proporciones corresponden a los habitos alimenticios omnivoro-herbivoros

descritos por Hunter y Feller (1987) para el sub-género Litopenaeus. Ciertos
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componentes presentes en el contenido estomacal son indigeribles o lentamente
digeribles (granos de arena, fragmentos de plantas, exoesqueletos) por lo tanto
pueden permanecer dentro del proventriculo por mas tiempo que otros
componentes (Schwamborn y Criales 2000). Este hecho puede originar una
sobrestimacion en la cuantificacion de estos componentes. Sin embargo Marte
(1980) observd que algunos individuos de P. monodon presentaban grandes
cantidades de fragmentos de conchas de moluscos en el intestino pero no en los
estomagos por lo tanto concluye que este tipo de material si puede pasar a través
del tracto digestivo pero probablemente lo hace a una tasa menor que el material

suave.

La dieta de los camarones cultivados en sistemas extensivos y semi-intensivos
esta total o mayoritariamente compuesta de alimento natural debido a que los
fondos de estos estanques son organicamente ricos y ofrecen una variedad de
fuentes alimenticias presentes naturalmente (Nunes et al. 1997; Focken et al.
1998). Durante el periodo del presente estudio, se determind un aporte promedio
de alimento natural del 91.3%, mientras que la contribucion promedio del alimento
artificial fue de 8.7%.

El material vegetal encontrado en los camarones de 2 y 4 g mostré una diferencia
cuantitativa y cualitativa respecto al observado en los camarones de 6, 8 y 10 g
debido a que fueron colectados en diferentes camaroneras. En los camarones de
6 g y mayores, el material vegetal aporté una contribucién mayor al 30% del
contenido estomacal total (Fig 2c-e). Fue notable el aporte de fragmentos de
plantas macrofitas ya que estuvieron presentes en un 65 y 74% del total de los
estobmagos de camarones en 8 y 10 g, respectivamente. No se observaron plantas
macrofitas acuaticas creciendo en el estanque, pero en cambio, se observé una
gran cantidad de plantas herbaceas y arbustivas alrededor de este. Por lo tanto los
fragmentos observados en los contenidos estomacales de los camarones de 6, 8 y

10 g pudieron haberse derivado de tales plantas y probablemente fueron
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transportados por el viento u otras acciones mecanicas hacia el estanque. Riera et
al. (2000) observaron que Farfantepenaeus aztecus en el medio natural, consume
detritos de plantas terrestres que son transportadas por los rios hacia los
estuarios. Focken et al. (1998) también encontraron fragmentos de plantas
vasculares en estbmagos de P. monodon a pesar de que no habia plantas
acuaticas en los estanques, por lo tanto concluyeron que estos fragmentos
pudieron haber sido transportados desde sitios lejanos por el viento o se
originaron durante las operaciones de limpieza y preparaciéon de los estanques.

En el medio natural, los camarones depredan sobre presas cuyo valor nutritivo ha
sido evaluado. Por ejemplo, Dall et al. (1991) determinaron que las presas
(moluscos, crustaceos y poliquetos) que conforman parte de la dieta de P.
esculentus contienen un rango de 67 a 83% de proteina (en base seca libre de
cenizas), 10 a 21% de lipidos y 6 a 22% de carbohidratos. En los fondos de los
estanques, la fauna benténica puede ser muy diversa y esta constituida por varias
especies de presas potenciales para los camarones (Rubright et al. 1981). En el
presente trabajo, el contenido estomacal correspondiente a presas estuvo
representado por copépodos, fragmentos de exoesqueletos, insectos,
foraminiferos y nematodos. No es posible afirmar si los fragmentos de
exoesqueletos encontrados en el estbmago pertenecian a presas vivas o muertas,
o incluso a exhuvias de los propios camarones. De cualquier forma, los habitos
omnivoros-herbivoros de esta especie le permiten tomar ventaja de varios tipos de
fuentes alimenticias. Trabajos previos indican que la disponibilidad de organismos
presa esta en funcion a (1) la densidad de siembra de los organismos
consumidores, (2) la dinamica poblacional intrinseca de cada especie y (3) el
comportamiento circadiano de las especies presa ya que ha sido observado que
poliquetos, crustaceos y otros animales salen del sustrato para alimentarse en el

periodo nocturno (Nunes 1996; Nunes y Parsons 2000a).
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Reymond y Lagardére (1990) observaron en individuos de M. japonicus que el
alimento artificial no excedio el 4% del volumen estomacal en camarones de 0.5 a
7 g y que en este ultimo periodo una cantidad de alimento artificial tan alta como
65% no fue consumida. El alimento artificial no consumido es descompuesto por
bacterias y los nutrientes liberados estimulan la productividad natural al igual que
los fertilizantes. En un estudio con L. vannamei cultivado (20 ind/m?), Anderson et
al. (1987) determinaron que la biota presente en los estanques de cultivo
contribuye con 53 a 77% del carbon destinado para el crecimento, mientras que el
alimento peletizado otorga de 23 a 47%. En el presente estudio, la marcada
disminucion en la proporcion del alimento artificial en el contenido estomacal a
partir de los 6 g de peso (Fig. 2c-e) puede estar relacionada con la observacién
realizada por Uribe y Posada (1998) en la que se indica que el consumo de
alimento artificial aumenta semana a semana y tiende a estabilizarse hasta que los
camarones alcanzan los 7 u 8 g. Molina y Pifa (1999) también encontraron un pico
maximo de consumo entre los 8 y 11 g, posteriormente observaron una
disminucion; sin embargo, la tasa de crecimiento se mantuvo ascendente. En el
presente estudio, a mayor peso corporal se observé una mayor preferencia por
alimento natural posiblemente porque los organismos buscan nutrientes mas
apropiados para la subsecuente etapa reproductiva. EI cambio en la preferencia
alimenticia provoca que la tasa de crecimiento se vea soportada por los nutrientes
presentes en los diferentes elementos de la productividad natural. A pesar de que
el alimento artificial presenta una baja contribucion con respecto al aporte de la
productividad natural en los sistemas de cultivo semi-intensivos, este puede tener
una importancia mayor a su modesta presencia en el estbmago debido a su alta
digestibilidad cuando se le compara con componentes del contenido estomacal
como los tejidos vegetales y los materiales organicos con alto contenido de fibra
(Focken et al. 1998). Por ejemplo, después de analizar el contenido de 869
estdmagos, Nunes (1995) determiné que el alimento artificial contribuy6 solamente
a un 15.7% del contenido estomacal de Farfantepenaeus subtilis cultivado semi-

intensivamente y suministrado con alimento artificial (5-15% del peso corporal).
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Sin embargo, se determind mediante un ensayo de espectrofotometria de masa
(carbono 13) que este alimento artificial aporté 24.9% del peso corporal ganado
(Nunes 1995).

Los camarones peneidos pueden alimentarse micro- y macrofagamente. Hunt et
al. (1992) demostraron que la gran eficiencia de la alimentacion micréfaga
(ingestion de material particulado) se debe a los movimientos coordinados de las
piezas bucales anteriores y a las series de setas presentes en estas. En el
presente ensayo, se observo que las altas cantidades de detritos presentes en el
contenido estomacal (Fig. 2a-e), son similares a las reportadas en otros peneidos
como Macropetasma africanus (Cockcroft y McLachlan 1986), F. subtilis (Nunes et
al. 1997) y P. monodon, especie en cuyos estdmagos Bombeo-Tuburan et al.
(1993) observaron a los detritos como el alimento mas comun. Por el contrario,
Chong y Sasekumar (1981) determinaron que Fenneropenaeus merguiensis en su
medio natural, excluye a los detritos de la dieta cuando existe una abundancia de
presas y concluyen que probablemente ésta especie elige los detritos como un
suplemento cuando otros alimentos preferidos estan ausentes. Los detritos
representan una contribucidén alimenticia muy importante para la dieta de los
camarones y los microorganismos presentes constituyen del 5 al 10% de la masa
detrital en peso (Moriarty 1997). Se ha sugerido que estos microorganismos son
mas nutritivos que los detritos por si solos (Fenchel 1970). Hunter et al. (1987)
evaluaron la composicion bioquimica de la biota de estanques y determinaron que
la composicién de los detritos es 14.8% proteina, 1.6% de lipidos y 1.1% de
carbohidratos en base porcentual seca. Ademas, el calculo de la proporcion
proteina:energia para los detritos fue el mas alto de entre todos los otros
elementos de la biota (Hunter et al. 1987). Qasim y Easterston (1974) realizaron
pruebas de digestibilidad con Metapenaeus monoceros y sus resultados indican
que la digestibilidad de los detritos es alta (93%); aunque su contenido energético
es bajo (458 cal/g) en base al peso humedo. Las bacterias pueden servir como

una fuente de alimento cuando la proteina bacteriana se libera por lisis (Hood y
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Meyers 1974), también pueden ser una fuente de vitaminas y probablemente
producen enzimas digestivas (Ceccaldi 1997). Hood y Meyers (1974) observaron
que el 85% de las diferentes bacterias presentes en el tracto digestivo de L.
setiferus elaboran enzimas quitinasas, las cuales contribuyen a la digestion de los

exoesqueletos propios mudados y los de otros crustaceos presas.

Nunes et al. (1996) consideran que la presencia de material mineral en el
contenido estomacal de los camarones puede ser consecuencia de un consumo
accidental de otro tipo de sustrato benténico. Ademas, en el presente estudio se
observo que estomagos que contenian un porcentaje alto de granos de arena
presentaban una cantidad nula o muy baja de diatomeas. Por lo tanto, es posible
asumir que las cubiertas siliceas fueron trituradas mediante la accién conjunta de

los movimientos del estdmago y los granos de arena.

6.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Una de las principales variables que afecta a la actividad de las enzimas es la
temperatura debido a que la velocidad de las reacciones que estas catalizan se
incrementa cerca del doble por cada incremento de 10 °C (Lehninger 1986). La
actividad bacteriana, la actividad de las enzimas digestivas y la actividad de las
enzimas asociadas a los cambios post-mortem (catepsinas, calpainas y
colagenasas) se reducen notablemente cuando se expone a los animales y sus
productos a bajas temperaturas (Huss 1999). Lovett y Felder (1990) y Omondi y
Stark (1996; 2001) demostraron que la congelacion y almacenamiento (-70 °C, 6
meses; -22.4 °C, 2 meses y -22.4 °C, 18 meses, respectivamente) de los
hepatopancreas y sus homogeneizados, no afecta significativamente a la actividad
enzimatica digestiva presente en estos cuando se le compara con
homogeneizados de hepatopancreas recién disectados. En el presente trabajo los
hepatopancreas y sus homogeneizados fueron almacenados por menos de 2



meses a -20 °C por lo tanto se asume un efecto no significativo del

almacenamiento sobre la actividad enzimatica.

La actividad enzimatica especifica se expresa en base a la proteina, por lo tanto,
esta actividad sigue el mismo patrén que la concentracion de la proteina soluble
con respecto al crecimiento (Le Moullac et al. 1994). En el presente estudio se
determiné un aumento significativo de la proteina soluble en el hepatopancreas
correlacionado a la ganacia de peso corporal (Fig. 3f). Este hecho esta
relacionado al aumento de volumen que experimenta el hepatopancreas durante el
crecimiento (Lovett y Felder 1989). La concentracion promedio de proteina en el
hepatopancreas fue 311 mg prot/g hepatopancreas, mayor que la reportada por
Mac Donald et al. (1989) para adultos de P. monodon (180 mg/g) y mucho mas
alta que la determinada por Omondi y Stark (2001) en Fen. indicus (62 mg/g).

Ha sido hipotetizado que la actividad enzimatica digestiva es alta para aquellos
sustratos que son mas comunes en la dieta (Cox 1981; Johnston y Yellowlees
1998). Sin embargo, estudios sobre la relacién existente entre la actividad
enzimatica y los supuestos sustratos alimenticios son controversiales porque otra
serie de estudios en larvas y postlarvas de M. japonicus (Rodriguez et al. 1994;
Lemos y Rodriguez 1998) sugiere que puede ocurrir una secresiéon alta de
enzimas para maximizar el uso de un componente escaso en la dieta. A pesar de
esta controversia, se toma en consideracion el estudio de la actividad enzimatica
como un indicador del estado tréfico (Galgani et al. 1985) debido a que los tipos y
las propiedades de las enzimas digestivas de los camarones definen capacidades
digestivas (Divakaran y Ostrowski 1990). Por ejemplo, Rodriguez et al. (1994)
describieron influencias individuales e interactivas en la alimentacion herbivora y
zooplanctivora sobre la composicion bioquimica de larvas de M. japonicus y la
respuesta adaptativa de la actividad enzimatica digestiva ante la dieta. Lee et al.
(1980) observaron que una alta proporcion de actividad proteasa refleja un

comportamiento alimenticio carnivoro, mientras que una alta proporcién de
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actividad carbohidrasa es caracteristica de herbivoros. Una combinacion de

ambas es encontrada en omnivoros.

Lee et al. (1984) consideran que L. vannamei experimenta un cambio en su
régimen dietario cuando alcanza los 10 a 20 g de peso debido a que observaron
diferencias en las respuestas de las enzimas proteasas ante la calidad de la
proteina en tres tamanos diferentes de camarones, por lo tanto concluyen que
estas diferencias podrian indicar una mayor habilidad de la utilizacion de la
proteina en camarones pequefios (4 g) que en grandes (10 y 21 g). En otro
estudio con L. vannamei que cubrié tamanos corporales desde 1 hasta 14 g,
Hunter et al. (1987) determinaron un incremento en la proporcion C:N del material
ingerido y observaron que el contenido de nitrogeno del material estomacal
disminuy6 a mas de la mitad cuando los camarones incrementaron su peso de 5 a
7 g, posteriormente continué un descenso hasta los 12 g. Los autores concluyen
gue este fendomeno puede implicar que los camarones seleccionan dietas con
menos proteina en los estadios de vida mas tardios. Estas observaciones previas
podrian estar relacionadas a la disminucion de la actividad de las proteasas (Fig.
3e) y al incremento en la proporcion de las actividades amilasa/proteasas (Tabla
1) registrados en el presente estudio. Una adaptacion digestiva ante nuevas
preferencias alimenticias podria estar ocurriendo porque aparentemente en los
estadios de vida mas tardios, las enzimas digestivas de L. vannamei se ajustan a
sustratos con menor contenido proteinico (disminuciéon de la actividad de las
proteasas) y con mayor contenido de carbohidratos y lipidos (mantenimiento o
aumento de la actividad amilasa y lipasa). La disminuciéon en el consumo de
alimento artificial determinada a partir de los 8 g de peso en el presente y otros
trabajos (Uribe y Posada 1998; Molina y Pifa 1999) puede estar en relacién
directa a la disminucién de la actividad de las enzimas proteasas y la tripsina,
mientras que por otro lado, el mantenimiento de la actividad amilasa podria
representar una respuesta fisiolégica ante el mayor consumo de material vegetal y

de otros elementos de la productividad natural.
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Le Moullac (1995) determin6é que en juveniles de L. vannamei la proporcion de
amilasas/proteasas totales se incrementd en 4 ordenes de magnitud desde los 2
hasta los 12 gramos mientras que la proporcion amilasa/tripsina y
amilasa/quimotripsina se incrementaron ligeramente. Respuestas similares fueron
observadas en el presente trabajo, ya que la proporcion amilasa/proteasas fue de
2.6 en camarones de 2 g y se incrementd establemente hasta 9.6 en camarones
de 12 g (Tabla 1). De igual manera, la proporcion amilasa/tripsina se incremento
ligera pero significativamente. Sin embargo, la proporcién amilasa/quimotripsina
fue diferente a la reportada por el autor ya que en el presente estudio, esta

proporcion disminuyé marcadamente con el incremento del tamafio corporal.

A pesar de que en organismos vertebrados existe una correlacion entre las
actividades de la tripsina y la quimotripsina (Lhoste et al. 1994), varios ensayos
con crustaceos han resultado negativos en cuanto a la identificacion de esta
correlacion. Le Moullac et al. (1996) no encontraron ésta correlacion en juveniles
de L. vannamei, mientras que Guzman et al. (2001) determinaron una correlacién
significativa (r= 0.71) en postlarvas de L. setiferus. Una carencia de correlacion
entre la actividad tripsina y quimotripsina (r= -0.16) fue observada en el presente
estudio (Tabla 2), mientras que la actividad de la amilasa y lipasa presentaron una
correlacion positiva significativa (r = 0.829), indicando un aumento en la secresién

de ambas que se correlaciona también a la ganacia de peso corporal.

Lee y Lawrence (1985) determinaron que en L. setiferus la actividad especifica de
la tripsina y de la amilasa fue mayor en camarones de 4 g que en camarones de 9
y 14 g alimentados con dietas con 22% de proteina. Los autores concluyen
afirmando que el incremento en la actividad enzimatica digestiva puede tener una
relacién negativa con el crecimiento corporal y la digestibilidad de la dieta, aunque
esta relacion no es significativa. En el presente estudio no se observd esta
tendencia ya que la actividad amilasa (Fig. 3a) fue menor en los 4 g de peso y se

incremento significativamente en individuos de 10 y 12 g, por otro lado, la actividad
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de la tripsina no presento diferencia significativa entre los pesos 2, 4,8y 12 g. Los
resultados obtenidos en el presente y otros estudios (Le Moullac, 1995), no
permiten afirmar de forma general que la actividad enzimatica digestiva tiene una
relacién negativa con el crecimiento corporal, ya que para algunas enzimas parece
ser este el caso (proteasas, tripsina) pero otras presentan un incremento en su

actividad respecto al tamafio corporal (lipasa, quimotripsina).

38



7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

La marcada disminucion en la proporcion del alimento artificial en el contenido
estomacal a partir de los 6 g de peso sugiere que en esta etapa ocurre un cambio
en la preferencia alimenticia y que la tasa de crecimiento esta soportada por los
nutrientes presentes en los diferentes elementos de la productividad natural.

A mayor peso corporal se observé una mayor preferencia por alimento natural
posiblemente porque los organismos buscan nutrientes mas apropiados para la

subsecuente etapa reproductiva.

La disminucién en la actividad especifica de la tripsina y las proteasas totales
podria indicar una mayor habilidad para la utilizacion de la proteina en camarones
pequenos (2-6 g) que en grandes (8-12 g). Este fendmeno puede implicar que los
camarones seleccionen dietas con menor contenido protéico en estadios de vida

mas avanzados.

Una adaptaciéon digestiva ante nuevas preferencias alimenticias podria estar
ocurriendo porque aparentemente en los estadios de vida mas tardios, las
enzimas digestivas de L. vannamei se ajustan a sustratos con menor contenido
proteinico (disminucion de la actividad de las proteasas) y con mayor contenido de
carbohidratos y lipidos (mantenimiento o aumento de la actividad amilasa y

lipasa).

Es necesaria una mayor investigacion que incluya la determinacién de la actividad
de estas y otras enzimas digestivas en camarones de pesos mayores a los
evaluados en el presente trabajo, mientras que la estimacion de las tendencias de
la actividad enzimatica digestiva en individuos cercanos a la maduracion sexual
(en particular la actividad de las lipasas) podria contribuir a la elaboracién de

dietas mas apropiadas para reproductores.
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