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RESUMEN

En este estudio se investigd el efecto que tiene el ciclo de muda sobre la
actividad enzimatica y su relacién con el crecimiento y conversion alimenticia
del P. vannamei. Los resultados muestran una sincronizacion de la muda
con el ciclo lunar, encontrandose en cuarto menguante aproximadamente el
50% de la poblacion de camarones mudados, alcanzando el pico maximo en
luna nueva (80%) que corresponden a los primeros 5 dias de marea baja y
alta, respectivamente.

Con respecto a la actividad enzimatica se observé las mayores actividades
especificas de amilasa y lipasa en los estadios Do y D2, y la menor en D3
durante el ciclo de muda. Mientras que para proteasas en los estadios B, C y
Do se encontr6 la mayor actvidad, coincidiendo con la etapa donde el
camaron consume 18% mas alimento. El glicogeno hepatopancreatico
presentd una alta concentracion en los estadios A, D1 y D3. Ademas, un
indice hepatosomatico (3,7%) significativamente (P<0,05) mayor fue
establecido en los estadios B, C, Do y D2.

Después de 60 dias de alimentacion, no se encontro diferencias estadisticas
(P>0,05) en términos de biomasa ganada entre las 3 raciones alimenticias
evaluadas (tabla de alimentacion, 6% de la biomasa y de acuerdo al estadio
de muda) a pesar de que los camarones alimentados en base a la tabla de
alimentaciéon crecieron 0,78 g significativamente (P<0,05) mas que los otros
dos tratamientos. Un aumento de la supervivencia del 7% fue observado en

los animales que fueron alimentados en raciones acordes al ciclo de muda.



Asi también las mejores tasas de conversion alimenticia y de eficiencia
proteica fueron obtenidas por el grupo de camarones alimentados en funcién
del estadio de muda. Una estrategia de alimentacion adecuada al ciclo de
muda, permitird maximizar la eficiencia de utilizacion del alimento y reducir

los excesos de alimentos no consumidos.

302 palabras



INTRODUCCION
Durante la ultima década, la acuacultura ha sido una de las industrias que
mayor crecimiento ha tenido en el mundo. Es asi que en 1984 la produccién
total de productos acuicolas incluido algas, fue de 87.000 TM mientras que
en 1997 fue de 766.000 TM (De Silva, 2000). Sudamérica como continente,
en 1997 produjo 150.000 TM, siendo el Ecuador quien aporté con el 17,3%

del volumen total de la region (Alceste-Oliviero, 2000).

Los balanceados o dietas frescas constituyen parte de los elementos
principales en la cadena de produccion del cultivo de camardn en cautiverio.
De ahi que es necesario el uso de alimento artificial como complemento
para el normal desarrollo del crustaceo. Anderson et al. (1987), encontraron
que éste insumo llega a representar entre 30-40% del alimento ingerido en
sistemas semi-intensivos; el consumo restante 60-70% corresponde al
alimento natural, como microalgas, poliquetos y zooplancton, etc (Boddeke,

1983; Dall, 1992).

Actualmente la alimentacion en las piscinas camaroneras esta basada en
calculos de raciones a partir de tablas tedricas de crecimiento vy
supervivencia, las cuales no consideran la fisiologia del camaron.
Considerando que el costo del alimento balanceado puede llegar a
representar hasta el 50%, del gasto de produccion, dependiendo del sistema
utilizado (extensivo, sin alimento o semi-intensivos con alimento) la especie,
manejo, calidad de agua y tipo de alimento, es por lo tanto relevante
encontrar nuevas alternativas que permitan disminuir los gastos generados

por éste rubro (Lawrence,1996; Bador, 1998).
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Para alcanzar éste objetivo es necesario estudiar al organismo en su
capacidad de consumo de alimento, (factor importante en la supervivencia y
crecimiento), en el cual la actividad enzimatica cumple una accién de vital
importancia (Sugai et al.,1998) y los procesos fisiolégicos por los cuales
estos atraviesan, como es el caso del ciclo de muda. Muchos estudios se
han realizado con el fin de determinar las enzimas digestivas endogenas
presentes en el hepatopancreas del camarén P. vannamei, es asi que se
han encontrado enzimas tales como, tripsina, quimotripsina,
aminopeptidasas, lipasas, carbohidrasas, carbopeptidasas Ay B (Galgani,
1988; Van Hourmhoudt et al, 1995; Van Hourmhoudt y Sellos,1996; Le
Boulay et al., 1996). La tripsina representa ella sola hasta el 60% de la
actividad proteolitica y el 6% de la proteina soluble del hepatopancreas
(Galgani et al., 1985); en tanto que la -amilasa representa el 1% de la
proteina soluble siendo una importante glucosidasa del P. vannamei (Van

Hourmhoud et al.,1996).

La importancia del proceso fisioldgico del ciclo de muda en los crustaceos
es indiscutible, ya que esta relacionado con la mayoria de los sistemas que
controlan los procesos metabdlico y reproductivo del camarén, y si
mencionamos que hay una reduccion del consumo de alimento en los
camarones en su preparacion para la muda, es necesario determinar los
estadios de muda para estimar el consumo de alimento y tener en
consideracién ésta variable para calculos en la tabla de alimentacién usada
en las camaroneras (Kuo y Lin, 1996; Nolasco, 1998). La racion de alimento,
y horarios de alimentacion en funcidén de la actividad de enzimas digestivas
son topicos de reciente investigacion, seguidos con el fin de obtener una
adecuada dosificacion que permita reducir el costo de la produccion y el

factor de conversion alimenticia (Diaz-Granda, 1997; Nolasco, 1998).
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El objetivo principal de este trabajo esta enfocado en encontrar una
estrategia que permita optimizar la cantidad de alimento a suministrar en los
cultivos de camardn. La introduccidon de ajustes en la tabla de alimentacion,
en funcién de la actividad enzimatica y estadios del ciclo de muda, podria

ayudar a reducir el gasto innecesario de alimento en las camaroneras.



|. ANTECEDENTES

1. CICLO DE MUDA
1.1.1 GENERALIDADES

Los peneidos como otros crustaceos dependen de etapas para poder crecer,
este acto lo pueden realizar mediante la exuvia, que no es mas sino el
desprendimiento del exoesqueleto viejo. El proceso por el cual camardn
logra la exuvia es conocido como ciclo de muda. La muda influye en los
crustaceos tanto en su morfologia, fisiologia y conducta, que se presenta en

distintas fases de su reproduccion (Skinner, 1985; Dall, 1990).

En crustaceos largos o grandes como los cangrejos y langostas, la muda
puede presentarse una o dos veces al afo, éstos tipos de organismos
presentan un ciclo de muda conocido como anecdysis. En cambio los
camarones peneidos presentan un ciclo de muda del tipo diecdysis, el cual
es un proceso continuo de la muda, siendo de pocos dias hasta semanas

(Dall, 1990).

1.1.1. Glandula sinusal

El ciclo de muda en los crustaceos involucra modificaciones de tipo
estructural vy fisiolégico involucrando si no a todos los sistemas a la gran
mayoria, como son el sistema nervioso periférico y central, regulacion ionica,
metabolismo general y celular, sistema excretor y sanguineo (Cooke vy

Sullivan, 1982; Kuo y Lin, 1996).

La glandula sinusal en los crustaceos es uno de los centros de control
neuroendécrino  mas conocido. Esta glandula contiene neuronas

especializadas para la sintesis, almacenamiento y liberacion de
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neurohormonas, que actuan como hormonas que son liberadas a la
hemolinfa, los cuales regulan las varias funciones metabdlicas. Estas
funciones incluyen regulacion del azucar en la hemolinfa, concentraciones
osmaticas e idnicas, ciclo de muda, adaptaciones a la luz y la presencia de

ritmos circadianos y locomotores (Welsh, 1961; Cooke y Sullivan, 1982).

1.1.1.2. Organo-X

El organo-X en los peneidos se encuentra ubicado en la superficie dorsal del
ganglio optico (Cooke y Sullivan, 1982; Skinner, 1985; Bell y Lightner, 1988).
Este érgano produce la hormona inhibidora de la muda (HIM) a mas de otras
como la hormona inhibidora de las gonodas, hormona peptidicas y las
cromatoforotropinas las cuales son almacenada en la glandula sinusal para
luego ser secretada hacia la hemolinfa. La funcion de este organo es la de

inhibir la sintesis de ecdisona por parte del 6rgano-Y (Huberman, 1997).

Organo X

Sinus Gland

; % Cromatoforos

Cerebro

?

MM

Ganglio 0AS
Ventral N

e

Figura 1.- Diagrama del complejo organo X-glandula sinusal del Brachyuran (Reproducido de Welsh

et al.,1961).
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1.1.1.3. Organo-Y

El 6rgano-Y en los camarones peneidos se encuentra localizado bajo la
hipodermis ventral cercano al musculo abductor mandibular externo (Bell y
Lightner, 1988). Cuando el organo-X por razon aun desconocida deja de
producir la HIM, el organo-Y puede secretar la hormona ecdisona que por
hidroxilacion se vuelve en una forma mas activa conocida como la 20-hidroxi-
ecdisona, la cual da la pauta para el inicio de los procesos fisiolégicos de la

muda (Cooke y Sullivan, 1982; Skinner, 1985).

1.1.2. Estadios de muda

Drach en 1939 dividio en cinco estadios principales a el ciclo de muda (A, B,
C, D y E) con varias subdivisiones. “A” y “B” son estadios posteriores a la
muda, C fase de intermuda, D fase de premuda y E muda o ecdysis, donde el
animal se desprende del exoesqueleto completamente. Se han descrito dos
tipos de intermuda en los crustaceos anecdysis y diecdysis, en el primero la
fase de intermuda esta definida por ser de periodo largo; en este grupo estan
incluidos crustaceos del suborden Reptantia tales como cangrejos,
langostas y crayfish. La diecdysis, comprende un tiempo corto entre el
término de la postmuda y el comienzo de la intermuda; en esté grupo estan
ubicados el suborden Natantia, que incluye a los camarones (Smith y Dall,

1985; Chan et al.,1988; Kuoy Lim, 1996).

Entre los métodos usados para determinar los estadios de muda existen
examinaciones histologicas del integumento, la regeneracién de Ilos
periopodos y la determinacion del desarrollo setal (setogénesis) en los
apéndices como son los uropdédos y pleopodos (Stevenson, 1985; Smith y

Dall, 1985; Sandifer y Smith, 1985; Anderson et al., 1985; Chan et al.,1988).
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El desarrollo setal o setogénesis fueron observados en urépodos de P.
esculentus (Smith y Dall, 1985), P. setiferus y P. stylirostris (Robertson et al.,
1987), P. vannamei adulto (Betancourt et al., 1993), P. monodon (Kuo y Lim,
1996), camardon marino Crangon cragon (Hunter y Uglow, 1998) y en
pleopddos de juveniles P. duorarum (Schafer 1968), P. indicus (Read, 1977),
P. californiensis y P. stylirostris (Huner y Colvin, 1979), P. merguiensis
(Longmuir, 1983) y P. vannamei (Chan et al., 1988). La duracion de cada
estadio y sus subdivisiones varian dependiendo de la especie y la edad

(Tabla 1).

Tabla 1. Estadios de muda y su duracion reportados en varias especies de camarones Kuo y Lim,
1996 (1); Betancourt et al., 1993 (2); Chan et al., 1988 (3); Robertson et al., 1987(4,5); Smith y Dall,
1985(6); Sandifer, y Smith, 1985 (7).

Especie (Autor) Etapa A B C1 Cc2 C3 Do D1" | D1”| D1 D2 D3 E
P. monodon (1) Adulto 9h 2d 1-2d 34d 3d | 2d| 2d 2d | 12h

P. vannamei (2) Juvenil 18-28 h 23-40h 15d 6.8d| 47d | 36d | 8-10d 2-3d| 1-2d 2m
P. vannamei (3) Adulto 1.33d 1.69d 2.15d 3.11d 35d

P. stylirostris (4) Adulto 1d 2d 2d 3d 3-4d im
P. setiferus (5) Adulto 1d 2d 2-3d 4d 4d 1m
P. esculentus (6) Juvenil 9h 2d 1-2d 4d 3d 3d | 3d 2-5d| 10h

M. rosembregii (7) Adulto 1d 3-5d 29-79d 35 5-8d

1.1.2.1. Descripcion de los estadios de muda
En la presente investigacion se observo el desarrollo setal o setogénesis en
los urépodos del P. vannamei por medio de estereomicroscopio 40X y sus

caracteristicas principales se las resume en la (Tabla 2).



1.1.2.1.1.- Estadio A- Se puede
caracterizar por la consistencia de
la cuticula y por el aspecto de la
epidermis (Ep) con respecto a las
bases setales (BS). Este estadio
empieza después del
desprendimiento de la \vieja
cuticula, del camaron, (muda) en el
que el exoesqueleto blando. Los
conos setales empienzan a
formarse (CS) y la bases setales
(BS) estan llenos con la epidermis
(Ep), la cual puede

notarse transparente, y presenta

poca pigmentacion de

1.1.2.1.2.- Estadio B.- El
exoesqueleto empieza a adquirir
rigidez debido a los depdsitos de
calcio. Empieza la secreciéon de la
endocuticula, la cual se completa en
la intermuda (Chan et al., 1988; Dall
et al., 1990). La formaciéon de los
conos setales (CS) contindan (Smith

y Dall 1985; Chan et al., 1988).

o

Figura 3
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1.1.2.1.3. Estadio C.- La textura dura
que toma el exoesqueleto es debido a
una completa calcificacion de éste
(Smith y Dall, 1985; Chan et al, 1988).
La epidermis llena las bases de las
setas (BS) y forma una linea a lo largo
de las bases setales conocida como
la linea epidermal (LEp) (Stevenson,
1985; Kuo y Lin 1996), en intermuda
se completa la formacién de los

conos setales (CS). El lumen

1.1.2.1.4. Estadio Do.- Esta fase se

subdivide en varios subestadios. El s

comienzo de ésta etapa lo define la
apodlisis (Smith y Dall, 1985; Chan et
al., 1988), que consiste en la

retraccion de la epidermis del

exoesqueleto. La retraccion de la .

epidermis termina cuando se recoge

totalmente de las bases setales,
formando una linea sinuosa y paralela

a los noédulos

19

Figura 4

Figura 5
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1.1.2.1.5. Estadio D1.- El desarrollo de las nuevas setas (setogénesis) es la
principal caracteristica de este estadio en la que se pueden apreciar con
cierta dificultad las nuevas setas (SN). En algunas especies de crustaceos
desde cangrejos, jaibas y peneidos ésta etapa se subdivide en D1°, D1 y
D17, en éste trabajo se considerara solo como D1. Asi mismo otro proceso
que se manifiesta en ésta fase es la invaginacion de la epidermis, que
consiste en la retraccion de la epidermis de las bases setales (Smith y Dall,

1985; Chan et al., 1988).

1.1.2.1.6. Estadio D2.- La secrecion
de la nueva epicuticula se observa
en éste estadio (Smith y Dall, 1985).
Las nuevas setas (SN) se observan
mas formadas, en cuanto al
exoesqueleto, éste es fragil vy ‘ '

blando.

1.1.2.1.7. Estadio D3.- Se
caracteriza por ser el periodo en el

cual se llega al maximo de

reabsorcion de los componentes Figura 6
gue se encuentran

en el viejo exoesqueleto (Ex). El

exoesqueleto se encuentra

bastante fragil que puede romperse

facilmente (Smith y Dall, 1985).
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Tabla 2. Caracteristicas de los estadios de muda del juvenil Penaeus vannamei. (Chan

et al., 1988).

Estadio Duracion Exoesqueleto Epidermis Desarrollo setal

A 1dia Suave La epidermis es transparente La epidermis empieza a
v hav poca piamentacion llenar las bases setales

B 1 dia Se endurece,recupera actividad La pigmentacion empieza a Empieza formacion de los
incrementarse conos setales

C 3-4 dias Es duro se la actividad del Las bases setales forman una Se completa la formacion

camarén incrementa linea epidermal de conos setales.

Do 1-2 dias La dureza disminuye Empieza la apdlisis que es la
retraccion de la epidermis

D1 1-2 dias Empieza invaginacion de la Observacion de nuevas
epidermis setas, poco visibles

D2 2-3 dias Blando La invaginacion de la epidermis Las setas se observan mas
continua desarrolladas

D3 1 dia Blando de contextura suave La reabsorcion del exoesqueleto
es completa, la invaginacion llega
al maximn

E 2m Se desprende el viejo Se lleva a cabo la absorcion de

exoesqueleto agua por parte del camarén

1.1.3. FACTORES QUE AFECTAN EL CICLO DE MUDA

Entre los factores externos que se conocen afectan la muda tenemos la
intensidad de luz, fotoperiodo y parametros de calidad del agua como
concentracion de oxigeno disuelto, pH, temperatura, y salinidad. Entre los
factores intrinsecos, tenemos la etapa de desarrollo del animal (edad) y la

especie.

La luz es un factor abidético muy importante para el crecimiento, no solo para
crustaceos sino de igual manera para los peces y demas especie acuaticas
que se cultivan. El rol que desempefa la luz es importante en la conducta de
los animales, estando impicada en migraciones; en peces desempefia
funcion de orientacion, e influye en los habitos de alimentacién (Dowling
Motheshill, 1999). El fotoperiodo y la intensidad de luz afecta el normal
proceso de la muda, asi tenemos que en el cangrejo Gecarcinus, una
constante iluminacidon de aproximadamente 10 lux inhibié por meses el

proceso de la muda (Passano, 1961).
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De igual manera se ha notado en muchos experimentos que una reduccién
de la temperatura retrasa el proceso de la muda, mientras que elevadas
temperaturas ayudan a la muda. En el crawfish Cherax tenuimanus y P.
setiferus elevadas temperaturas incrementan el numero de mudas (Dall,
1990; Rouse y Kartamulia, 1992). En temperaturas de 25-30 °C se observo
un mejor crecimiento en los camarones P. aztecus y P. stylirostris (Rubino et

al., 1983).

Los cambios de salinidad no influyen directamente en el proceso de la
muda, lo cual fue comprobado con el M. bennettae (Dall, 1990), y en el
crawfish Cherax tenuimanus, la salinidad no afectdé en el éxito de mudar,
encontrandose que salinidades de 20-30 ppt favorecieron el normal
desarrollo del ciclo de muda. Estos resultados fueron comprobado en P

aztecus y P. setiferus (Hysmith y Colura, 1976).

La calidad del agua es de igual manera importante y tiene mucho que ver en
el buen desenvolvimiento del proceso de muda del camarén, en P.
semilsucatus se comprobd que bajas concentraciones de oxigeno alargaron

el ciclo de muda en 3 dias mas de lo normal (Dall, 1990).



1.2. SISTEMA DIGESTIVO DE LOS CAMARONES PENEIDOS

1.2.1. GENERALIDADES

Entre las funciones del tracto digestivo de los crustaceos esta el transporte
de nutrientes, ingestion, digestibn mecanica, hidrolisis quimica y bioquimica,
absorcion celular, almacenamiento de nutrientes y expulsion del hilo fecal
(Al-Mohanna y Nott, 1987; Ceccaldi, 1998). Varios estudios se han realizado
sobre el tracto digestivo de los crustaceos decapodos en especial de los

camarones peneidos (Dall y Moriarty, 1983; Dall, 1990; Ceccaldi, 1998).

Existen evidencias de que las preferencias alimenticias cambian con la edad
y estado fisiolégico del camardn. Lovett y Felder en 1990 encontraron
actividad enzimatica en diferentes regiones (estdmago, intestino anterior y
posterior y hepatopancreas) del Penaeus setiferus desde larva hasta
postlarva, en lo cual se basaron para demostrar las etapas de carnivoro y

herbivoro del camaron.
El conocimiento de los cambios que ocurren en el sistema digestivo de los
crustaceos ayudara a comprender la nutricion (para la formulacion de dietas

y habitos alimenticios) y el crecimiento de los organismos en cultivo.

1.2.2. MORFOLOGIA DELTRACTO DIGESTIVO

En los decapodos el sistema digestivo esta formado de un tubo que recorre
la region anteroventral hasta el ano, presente en el extremo del ultimo somito
corporal (Dall y Moriarty, 1983). El sistema digestivo esta dividido en tres
partes principales: intestino anterior o estomodeo, intestino medio o

mesentereo y el intestino posterior o proctodeo (Ceccaldi, 1998).
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Figura. 7. El sistema digestivo del camardn. B, boca; E, eséfago; CAP, camara anterior
del proventriculo; DA, diverticulo anterior; CPP, camara posterior del proventriculo; DA,
diverticulo anterior del intestino medio; GD, glandula digestiva; IM, intestino medio; DP,
diverticulo posterior del intestino medio; R, recto; A, Ano (Reproducido de Dall et
al.,1990).

1.2.2.1 INTESTINO ANTERIOR

El intestino anterior, también conocido como aparato estomodeal, estbmago
o proventriculo, es de origen ectodérmico y estd compuesto por la boca,
esofago y proventriculo. Los apéndices masticadores en los peneidos son
los maxilipedos, maxila, paragnathas, mandibula y el labrum (Hunt et al,,

1992).

MX 1

MX »
MxXP

EN MxP

EX Mxe

cCox
EsF

Figura. 8. Vista ventral de los apéndices que conforman la boca en los peneidos: EN
MXP, enddpodo de maxilipedo II; EX MXP, exépodo de maxilipedo IlI; L, labrun; M,
mandibula; PM, Palpo mandibular; MX |, maxila I; MX Il, maxila |lI; MXP |, maxilipedo I;
P, paragnatha; ESF, escafonagtita de maxila Il; COX, coxopodito de estimulacién
maxilipedo | (Reproducido de Hunt et al., 1992)
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La boca esta formada por el labrum o labio superior; un par de mandibulas y
un par de paragnathas, lo que constituyen el labio inferior. Esta conduce
hacia un corto y recto eséfago vertical, el cual presenta una estructura tubular
que se abre hacia el lumen de la parte anterior del proventriculo (Gibson,

1981).

Figura. 9. Proventriculo de los peneidos. E, esofago; CA, camara anterior; CL, canales
laterales; CV, canal ventral; CVL, canal ventro-lateral; PDL, pequefios dientes laterales
(dientes cardiaco); PL, placa lateral (placa cardiaca); GDL, grandes dientes laterales
(osciculo); DM, dientes medios (osciculo prepilérico); PF, prensa-filtro (prensa pilérica);
CP, camara posterior; AGD, abertura de la glandula digestiva; S, solapillas; IMT, region
tubular del intestino medio; DA, diverticulo anterior (Reproducido de Dall et al., 1990)

El proventriculo, es un término utilizado por su parecido al de los insectos,
esta dividido en dos camaras principales, anterior y posterior. La camara
anterior también denominada saco alimenticio presenta un tejido que le
permite ensancharse. Mientras que la camara posterior esta dividida en dos
capas, una superior que sirve de paso al intestino medio, y una inferior que
funciona como una prensa-filtro en forma de W comprimida en la seccion
transversa, la cual conduce los nutrientes a la glandula digestiva (Dall y

Moriarty 1983).
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Figura 10. Seccién transversal de la regidn media de la camara posterior del
proventriculo. CD, compartimiento dorsal; TC, tejido conectivo; M, musculo; CV,
compartimiento ventral; CL, canal longitudinal (Reproducido de Dall et al.,1990)

1.2.2.2 INTESTINO MEDIO

El intestino medio a diferencia del intestino anterior, sus paredes no estan
recubiertas de quitina. Es de origen endodérmico, y esta formado por la
glandula digestiva y la region tubular simple. La glandula del intestino medio
llamada también hepatopancreas es el mayor 6rgano en los crustaceos
decapodos, llegando a representar entre 2-6% del peso total del cuerpo del
camaron y tiene funciones principales que incluyen la sintesis y secrecion de
las enzimas digestivas, absorcion de nutrientes, almacenamiento de
minerales y otras sustancias organicas como lipidos y carbohidratos, y la
distribucion de las reservas durante la fase de intermuda (Dall, 1990;

Ceccaldi, 1999).

El color del hepatopancreas es variado pudiendo ser café, rojo, amarillo,
verde, 0 azul dependiendo del tipo de sustancias de reservas que contenga.

El hepatopancreas es un organo bilobulado, compuesto de cientos de
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tubulos los cuales estan formados de un epitelio simple con vellosidades vy

separados por un fino tejido conectivo.

Los tubulos estan formados de cinco tipos de células. En los extremos de
los tubulos se encuentran las células E (Embrionalzellen o embrionarias) en
la parte media se observan las células F (Fibrenzellen o fibrilares) y R
(Restezellen o absortivas), y en la region proximal del tubulo las células B
(Blanzenzellen o secretoras) (Dall y Moriarty, 1983; Dall, 1990; Ceccaldi,
1989, 1998, 1999). A partir de la célula E se desarrollan las células F yR en
tanto que, de las células F se origina las células B (Gibson, 1981; Dall y

Moriaty, 1983; Al-Mohanna y Nott, 1987; Ceccaldi, 1998).

El resto del intestino medio es un tubo recto que se distribuye dorsalmente
por el cefalotérax a través del abdomen hasta el recto. El cual esta recubierto
por un simple epitelio con pliegues, rodeado de una capa de musculo
longitudinal inmerso en tejido conectivo y numerosos espacios llenos de

hemolinfa.

La membrana peritrofica es secretada por un anillo de células detras de las
aberturas de la glandula digestiva, en el intestino medio, ésta encierra el
quimo (Bell y Ligthtner, 1988). Esta membrana es de material delicado de
baja densidad de electrones y permeables a grandes moléculas aunque
posiblemente también de particulas submicroscopicas, lo cual ayudaria a
que la digestion y absorcion prosigan en el intestino medio. La membrana
peritrofica ayuda a proteger al intestino del material extrafio de las heces y se
la considera como un medio eficiente para la defecacion (Dall y Moriaty,

1983). En los extremos del intestino medio se encuentran los diverticulos
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anterior y posterior, respectivamente, los cuales sirven para incrementar el

area de absorcion.

Figura 11. Seccion transversal de la regién tubular del intestino medio. ML, musculo
longitudinal; MP, membrana peritréfica; EC, epitelio columnar (Reproducido de Dall et
al., 1990)

1.2.2.3. INTESTINO POSTERIOR

El intestino posterior esta ubicado en la mitad posterior del sexto segmento
abdominal e incluye el recto y el ano, el cual esta constituido internamente de
seis almohadillas lisas y de aspecto esponjoso que llenan el lumen del
intestino. Estas almohadillas presionan el material fecal en la membrana
peritrofica y lo expulsan lentamente en tamanos iguales al del intestino (Dall

y Moriaty, 1983; Dall et al., 1990).

Figura 12. Recto y diverticulo posterior de los peneidos.- IMP, intestino medio posterior;
DP, diverticulo posterior; AR, almohadilla rectal; R, recto; CN, cordén nervioso; T, telsén,
A, ano; U, urépodo (Reproducido de Dall et al., 1990).
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1.2.3. FISIOLOGIA DEL SISTEMA DIGESTIVO

La digestion en los peneidos se realiza por medio de una combinacion de
procesos mecanicos como la peristalsis y la trituracion (Vonk, 1960), y
quimicos determinados principalmente por la accidon de las enzimas
presentes en los jugos digestivos. El alimento ingresa a la boca con la ayuda
de los apéndices masticadores. Las particulas de mayor tamafio van
directamente a la bolsa cardiaca y son dirigidos por movimiento musculares
hacia la parte dorsal de ésta donde son tratadas por las piezas del molino

gastrico (Suarez, 1999).

La masa alimenticia es impulsada a través del intestino medio y posterior
por movimientos transversales y longitudinales (peristalsis), los cuales en
algunas especies pueden ser vistos al microscopio. El estobmago o
proventriculo cumple dos funciones, reducir el alimento digerido a una masa
o pasta con la finalidad de incrementar la superficie para la accion de las
enzimas digestivas y seleccionar las particulas mas pequefias para facilitar

el ingreso de éstas a la glandula digestiva.

El alimento triturado en el estomago es mezclado con el jugo digestivo
secretado por el hepatopancreas que contiene diversos tipos de enzimas,
las que por su efecto hidrolitico complementan el rompimiento mecanico
realizado por el molinillo gastrico. El proventriculo es el centro de la digestion
extracelular. El jugo digestivo por contener sustancias emulsificantes juega

una parte importante en la absorcion y digestion de las grasas.

Las particulas alimenticias se dirigen hacia la camara anterior en donde se
mezclan con los fluidos digestivos, pasan canales ventrales hacia la camara

anterior donde las particulas gruesas son excluidas por medio de
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abundantes setas. Las particulas finas se dirigen hacia la prensa-filtro, en
donde se retendran particulas mayores de 1 ym. Finalmente ingresan a los
tubulos de la glandula digestiva para que los nutrientes sean absorvidos

(Dall y Moriarty, 1983; Dall et al., 1990).

Ya que la glandula digestiva estd compuesta de cientos de tubulos de
epitelio simple, el area interna es grande, por lo que la eficiencia y
asimilacion de nutrientes es rapida. Segun pruebas realizadas por Dall y
colaboradores en 1990, el alimento empieza aparecer en el tejido después
de 1 hora de la ingestion del alimento yla absorcion se completa entre 4-6

horas.

1.2.4. DIGESTION

El proceso de la digestion depende de la anatomia Yy fisiologia del sistema
digestivo de cada especie (Garcia-Carrefio et al., 1996; Guillaune, 1997) e
incluye procesos mecanicos Yy bioquimicos. Entre los componentes que
forman la dieta balanceada estan las proteinas, carbohidratos y lipidos los
cuales son atributos importantes en la palatabilidad del alimento, la
digestibilidad (acceso de enzimas digestivas a sitios de hidrdlisis en el
alimento) y la absorcion de los nutrientes.

1.2.4.1 DIGESTION DE PROTEINAS

La molécula de proteina es primeramente hidrolizada a fragmentos de
polipeptidos por intermedio de las peptidasas, estas cadenas de
polipeptidos seran luego hidrolizadas por la accion de la exopeptidasas, las

cuales actuan sobre los enlaces de aminos y carboxilos desdoblandolos a
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cadenas mas cortas. Finalmente las dipeptidasas reducen las cadenas

hasta aminoacidos figura 13 (Dall, 1992).

Endopeptidasas Exopeptidasas Exopeptidasas

Carboxi O-aminopeptidasas .
Tripsina Y bep Dipeptidasa

v v v v

_p (POTpeRldRY PapeRiasy, (DD DD
> Dipeptidos >

OOOD
v

00000000000000000
00000000000000000
Absorcidn < 00000000000000000
00000000000000000

Aminoacidos
Figura 13. Proceso de digestion de la proteina (Reproducido de Dall, 1992).

1.2.4.2. DIGESTION DE LiPIDOS

Las grasas son digestadas y absorvidas como acidos grasos
monogliceroles y digliceroles por la accion de la lipasa (Dall, 1992). Dada la
caracteristica hidrofébica de las grasas estas tienden a resistir la digestion,
en vista de este inconveniente los animales usualmente sobrellevan el
problema por medio de emulsificantes. En los crustaceos existe un
emulsificante conocido como aciltaurina (Gibson, 1981; Dall, 1992). Hasta
ese tiempo se consideraba que la glandula digestiva de los peneidos
presentaba agentes emulsificantes que servian para ayudar a desdoblar el
alimento ingerido. Actualmente se ha reportado que es la taurina junto con
otro compuesto la que cumple dicha funcion (Ceccaldi, 1998). En los
crustaceos los compuestos emulsificantes que desempefian el mismo
papel que la bilis de los mamiferos, esto significa la de dispersar las grasas
antes de su digestion, son derivados de la taurina y de los acidos cdlico y

desoxicélico (Suarez, 1999).
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1.2.4.3. DIGESTION DE CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos ya sean como almidon o glicogeno requieren de al menos
tres enzimas para su completa digestion (Dall, 1992). La primera es una
glicosidasa (analoga de las endopeptidasas que fragmentan la molécula de
proteina), usualmente una amilasa. Los oligosacaridos que se obtiene por la
accion de la amilasa son reducidos a monosacaridos por otras

glucosidasas como puede ser a maltasa o sucrasa.

Otro complejo de carbohidratos presentes en la dieta y que sirve como fuente
de energia, pero que no son facilmente digeribles por el camarén son la
celulosa y la quitina. La celulosa compuesta principalmente por unidades de
glucosa es uno de los mayores constituyentes de las plantas, y de poco valor
energético para los peneidos debido a que tienen pobre actividad de

celulasa que es la enzima que desdobla a la celulosa (Dall, 1992).

La quitina es otro carbohidrato estructural, encontrandose en la cuticula de
los crustaceos formando un complejo con la proteina. Las enzimas
quitinoliticas deben digestar este complejo quitina-proteina para que esta
ultima sea utilizada. Una de las ultimas investigaciones sobre la presencia
de esta enzima en el hepatopancreas del P. japonicus fue realizada por
(Kono et al., 1995), quienes sefalaron que existe dos tipos de quitinasa una
de tipo enddégena que hidroliza la quitina a quito-oligosacaridos y otra

exogena la cual rompe los polimeros producidos a N-acetilglucosaminas.

1.2.5. ASIMILACION

Absorcién o asimilacion es el paso de los nutrientes liberados por hidrolisis
a través de la membrana intestinal, hacia el sistema circulatorio o hemolinfa.

La principal funcién del hepatopancreas es la asimilacién del alimento, que
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se obtiene mediante una serie de procesos integrados que incluyen la
secrecion de enzimas digestivas, digestion y absorcion, almacenamiento de
nutrientes reservas y deposicion de material no aprovechable como
resultado del metabolismo del alimento ingerido, dicho proceso es conocido

como ciclo digestivo interno (Al-Mohanna y Nott, 1987).

1.2.5.1. EL CICLO DIGESTIVO

Primeramente las células F, sintetizan los granulos de zimogenos los cuales
son exocitosados en el interior del lumen de los tubulos y transportados al
estomago (Vonk, 1960; Al-Mohanna y Nott, 1987; Vogt, 1993). El material
soluble es absorvido por las células R, pero la funcion digestiva principal es
llevada a cabo por la células B las cuales asimilan los nutrientes por
endocitosis de sus vacuolas (Vonk, 1960; Al-Mohanna y Nott, 1987; Vogt,
1993). Estas observaciones difieren con las realizadas por Gibson y Baker
(1979) vy Loizzi (1971) quienes afirman que son la células B, la fuente de

enzimas para la digestion extracelular.

La funcion de almacenamiento en el hepatopancreas es llevado por las
células My R. Las células R almacenan lipidos y glicogeno y elementos
trazas, mientras que la células M almacenan material de reserva como
glicoproteinas y glicogeno pero en menor cantidad (Al-Mohanna y Nott, 1987;
Vogt, 1993; Vonk, 1960; Ceccaldi, 1999). En la finalizacién del ciclo digestivo
las células E se dividen por mitosis y regeneran la pérdida de células B y

células R (Al-Mohanna y Nott, 1987).

Las células B estan implicadas en la deposicién de material fecal por medio
de secrecion holocrina siguiendo la etapa de la digestion y asimilacion

intracelular (Gibson, 1981; Vogt, 1993). El ciclo digestivo en el



hepatopancreas toma por lo menos 24 horas después de ingeridos los
alimentos. Esto sugiere que un camarén bien alimentado tendra la glandula
con suficiente quimo para envolver a las particulas producidas por la
masticacion o digestidon primaria realizadas en el estomago, para ser

digeridas y asimiladas (Al-Mohanna y Nott, 1987).



1.3. ENZIMAS DIGESTIVAS

1.3.1. GENERALIDADES

La enzimologia se ha desarrollado rapidamente durante los ultimos afos
debido a su importancia para un gran numero de ciencias entre esas la
nutriciéon. Se le ha dado mucha importancia al estudio de las proteinasas y
peptidasas en los crustaceos, principalmente en las especies de
importancia econdmica como el camardn. El avance en los conocimientos
sobre el proceso de la digestion del camardon en los ultimos anos es
indudable, sin embargo la aplicacion de estos conocimientos en servicio de

la mejora de la produccion no ha tenido el mismo ritmo.

El pancreas y el estomago de los mamiferos han sido durante afios fuente
de enzimas que se comercializan con diversos fines. En la nutricién de los
crustaceos la utilidad de las enzimas ha sido su empleo en técnicas para
determinar in vitro la digestibilidad de dietas, como aditivos alimentarios y
para estudiar el efecto de inhibidores de proteasas presentes en el alimento

(Carrillo, 1998).

El conocimiento de las reacciones involucradas en el sistema digestivo es
necesario para realizar mejores formulaciones, presentaciones de dietas,
reduccion de efectos indeseables como compuestos antifisiologicos
presentes en los ingredientes de la dieta. Asi por ejemplo, la inclusién de
microencapsulados de enzimas como promotores de crecimiento haran que
la acuacultura tenga un desarrollo mas sustentable (Garcia-Carreno et al.,

1998).
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1.3.2. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

El sistema de clasificacion se basa en la division de las enzimas de acuerdo
a la reaccion que realizan. Se conocen seis clases o grupos principales de

enzimas (Laguna, 1967).

1. Oxido reductasas
Transferasas
Hidrolasas
Liasas

Isomerasas

o o A w N

Ligasas

Cada grupo de enzimas tienen la capacidad de diferenciar entre los

sustratos y se especializan en determinados compuestos, asi tenemos que:

1. Catalizan reacciones de oxido reduccidén, reacciones que involucran la
oxigenacion, intercambio de atomos de hidrogeno.

2. Catalizan reacciones de transferencia de grupos tales como:
aldehidos, cetonas, acil y azucares, ademas de una molécula a otra.

3. Catalizan reacciones hidroliticas como las que ocurren entre esteres;
amidas; peptidos; y otros compuestos C-N con funciones anhidras,
glicésidos y otros.

4. Catalizan reacciones de extraccion no hidroliticas de grupos para la
formacién de dos enlaces, tales como C=C, C=0 y C=N

5. Catalizan reacciones de isomerizacion.
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6. Catalizan reacciones de formacién de enlaces con la hidrélisis de

nucleoétidos fosfatos.

En el caso de los camarones peneidos las enzimas digestivas pertenecen al
grupo de las hidrolasas, las que se dividen en proteasas, estas a su vez se
sub-dividen en exopeptidasas y endopeptidasas, dentro del primer grupo
estan las aminopepetidasas y carbohidrasas y en el segundo grupo la
tripsina y quimotripsina. La amilasa pertenece al grupo de las carbohidrasas,

mientras que la lipasa al grupo de las Lipasas.

1.3.3. ENZIMAS DIGESTIVAS PRESENTES EN LOS CAMARONES PENEIDOS

El hepatopancreas a diferencia de otros o6rganos (intestino, estomago),
presenta una mayor actividad enzimatica, esto sugiere la importancia de éste
organo en la sintetisis y secrecion de enzimas digestivas (Chuang et al.,
1985; Tsai et al., 1986; Ceccaldi, 1989). El camaron al presentar
caracteristicas de omnivoro y carnivoro se alimenta de organismos
invertebrados y plancton presentes en agua y suelo, con un alto contenido
proteinico, requeriendo por lo tanto para su asimilacién y digestion de

enzimas digestivas (Dall, 1992).

En P. vannamei se han determinado la presencia de enzimas digestivas
enddgenas tales como: tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa, lipasas,
carbohidrasas, carbopeptidasa Ay B, B-glucosidasa ylaminarasa (Galgani y
Benyamin, 1985; Galgani, 1988, Dall, 1992; Omondi y Stark, 1995; Le Moullac
et al., 1997). Asi mismo se ha encontrado en otros decapodos enzimas como
la dexosiribonucleasa, la ribonucleasa, y la fosfatasa alcalina (Suarez, 1999).
Colagenasa, quitinasa y celulasa, son enzimas también identificadas pero

se cree que son de fuente exdgena (Ceccaldi, 1989; Dall, 1992; Carrillo y
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Gonzalez, 1998). A diferencia de los peces el camardn carece de la enzima

pepsina (Suarez, 1999).

La tripsina (E.C. 3.4.21.4), perteneciente a las serina-proteasas es la
principal enzima, la cual representa hasta el 60% de la actividad proteolitica, y
se encuentran en seis isoformas. Las investigaciones llevadas a cabo en
esta enzima, sea en su forma activa, o forma inactiva (zimoégeno) no estan del
todo claras (Tsai ef al., 1991). En los camarones la presencia de zimogenos
de tripsina no es de mucha importancia, ya que en la composicion de la
tripsina encontramos aminoacidos mas acidos, como arginina y lisina
(Garcia-Carrefio y Hernandez, 1998) lo que reduce la posibilidad de una

autocatalisis cuales necesitan mas residuos de aminoacidos basicos.

La quimotripsina (E.C. 3.4.21.1) ha sido aislada y estudiada en varios
camarones peneidos (Galgani, 1988; Tsai et al., 1991; Van Worhmoudt et
al., 1995; Fernandez et al., 1997; Lemos et al., 1999). Esta es una serina-
proteasa que contiene 241 residuos de aminoacidos vy tiene 3 grupos
cataliticos que son serina (195), acido aspartico (102) e histidina (57). Estos
grupos reactivos mas ciertos grupos hidroboficos exégenos ( que estan en la
superficie) sirven como residuos de fijacion. Esta enzima hidroliza enlaces
peptidicos formados por el grupo carboxilico de un aminoacido aromatico

como fenilalanina, tirosina y/o triptéfano (Ceccaldi, 1998).

La accion de la tripsina y quimotripsina dejan polipeptidos pequefios, cuyos
aminoacidos en el extremo carboxilo representan cerca de la mitad de los
aminoacidos esenciales. Las carbohidrasas también presentes en el

sistema digestivo de los decapodos y ultimamente estudiadas son la
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maltasa, sacarasa, celulasa y la amilasa las cuales son las encargadas son

encargadas de hidrolizar los glucidos (Suarez, 1999).

La [-amilasa (E.C. 3.2.1.1) representa el 1% de la proteina soluble siendo la
mas importante glucosidasa del P. vannamei (Van Hourmhoudt et al.,1996).
En el crawfish procambarus clarkii se ha encontrado actividad de la enzima
enddégena celulasa a pH de 4-5 por medio de cromatografia de intercambio
ionico Yy filtracion por gel (Xue et al., 1999). Asimismo se ha encontrado una
[l-glucosidasa en el hepatopancreas del P. vannamei (Le Chevalier y Van
Hourmhoudt, 1998). Omondi y Stark, 1995 probando diferentes temperaturas
y pH encontraron presencia de varias carbohidrasas entre la que

encontramos a la B-glucosidasa y laminarasa en el P. indicus y P. vannamei.

La hidrdlisis de los lipidos esta asegurada por las lipasas (E.C. 3.1.1.3) y
esterasas. Los lipidos deben pasar por dos etapas previas para ser
absorbidos, una emulsificaciéon y una hidrdlisis. La lipasa actua sobre los
lipidos emulsionados y la esterasa continuan la digestion enzimatica sobre

los productos hidrosolubles obtenidos.

1.3.3. FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La expresidon de las enzimas digestivas esta rodeada de un serie de factores
limitantes como son: parametros fisico-quimicos del agua (pH, oxigeno,
salinidad y temperatura), edad y tamafo del camarén, estado fisiolégico de la
muda, ingredientes que conforman la dieta, nivel y fuente proteina, nivel y tipo
de aglutinantes, aditivos para promover el crecimiento y por la cantidad y
frecuencia de alimentacion. En vista que son muchas las causas que afecta
la expresion de las enzimas, es importante maximizar la digestion y

absorcion de los nutrientes en las dietas tomando en cuenta todos los
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factores antes mencionados para aprovechar al maximo la capacidad de las

enzimas digestivas.

Es asi que se han llevado a cabo estudios para evaluar como afecta el tipo y
nivel de proteina dietetica a las enzimas en diferentes peneidos (Kumlu et al.,
1992; Le Vay et al.,, 1993; Rodriguez et al., 1994; Le Moullac et al., 1994;
Kumlu y Jones, 1995; Van Wormhoudt et al., 1998; Hernadez-Cortez et al.,
1998).

Los inhibidores presentes en la harina de soya, el cual es un ingrediente
comun en las dietas tanto de peces como de crustaceos (Garcia-Carrefio,
1996), son mayormente excluidos del balanceado por el proceso de
calentamiento al que es sometido las materias primas, pero siempre
quedan niveles insignificantes de inhibidores en la dieta. Estos inhibidores,
atacan principalmente a las proteinasas digestivas como son la tripsina y

quimotripsina, reduciendo la disponibilidad de los aminoacidos en la dieta.

Las enzima es afectada también por la etapa de desarrollo del camaron.
Lovett y Felder (1990a, 1990b), en estudios con postlarvas de Penaeus
setiferus encontraron que la actividad especifica de la amilasa presentardn
niveles bajos desde nauplio 5 a mysis 2 incrementandose en los ultimos
estadios larvales. Estos resultados estan cercanos a los obtenidos por
(Sugai et al., 1998a), para el Penaeus paulensis, ya que ellos observaron que
la actividad de la maltosa y amilasa se incrementaba en PLGO y juveniles,

mas no en los estadios temprano de desarrollo.



41

Pero a diferencia de estas especies de peneidos se encuentran otras como
P. japonicus y P. monodon en los cuales la actividad especifica tanto de
amilasa y maltosa no presentaba variaciones importantes en los estadios de
postlarva (Chuang et al., 1985; Fang y Lee, 1992; Rodriguez et al.,1994)
quizas reflejando su habitos alimenticios, los cuales son mas carnivoros que

hervivoros.

En el Penaeus indicus la actividad de tripsina fue menor en los primeras
semanas de postlarva comparado con la actividad aminolitica y la relacion
amilasa:proteasa (Ribeiro y Jones, 2000). En la misma especie de camaron
se llevaron a cabo investigaciones en postlarva, juveniles y adultos los
cuales fueron alimentados a diferentes porcentajes de biomasa. Los
resultados presentaron niveles bajos de actividad de tripsina en los
juveniles, pero se incrementaba en adultos (Sidhar et al., 1995). Varias
investigaciones se han realizado en vista de esclarecer el comportamiento
de las enzimas digestivas en los camarones especialmente de la tripsina,

que como mencionamos anteriormente es la mas importante.

Lemos et al., (2000) en investigaciones con postlarva de P. schmitti observo
una ausencia casi total de actividad de tripsina en huevos hasta nauplios,
empezando a subir en zoea |, alcanzando el maximo en Zoea lll, para
disminuir desde Mysis | y mantenerse en niveles bajos en las primeras
semanas postlarvales. Similares resultados se obtuvieron en el en P.
Jjaponicus (Galgani y Benyamin, 1985; Le Vay et al.,, 1993; Rodriguez et al.,
1994), P. monodon (Kumlu y Jones, 1992) y en P. indicus (Kumlu y Jones,
1995).
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Los resultados de actividad especifica para la tripsina obtenidos en las
diferentes especies de camarones no difieren mucho. Mas se ésta buscando
estandarizacion de los resultados en cuanto a las unidades en que son
expresadas la actividad especifica de las enzimas (Ul/mg proteina) para de
esta manera tener un patrén comun de referencia y hacer menos dificil las
comparaciones entre especies.

Otro de los factores mencionados anteriormente y que influyen en la
concentracion de las enzimas es la frecuencia alimenticia. En 1998b Sugai y
colaboradores, encontraron una mayor actividad de amilasas y maltasas en
dos horas de dia (04h00 y 18h00) en juveniles P. paulensis. Y basandose en
estos resultados sugiere usar frecuencias de alimentacién cercanas a estos
picos para tener un maximo aprovechamiento del alimento. En P. vannamei
Hernandez-Cortez et al. (1998) encontraron que la presencia de tripsina y
proteasas disminuian antes y después de las 18h00, justo antes que la

ingestion de alimento se incremente.

La expresion de las enzimas también depende del tipo de alimento vivo
(algas, artemias, rotiferos etc) o artficial (balanceado. En P. vannamei una
mayor actividad de tripsina fue observada en las larvas (zoea | y lll)
alimentados solo con dietas comerciales comparadas con las alimentadas
con algas y una combinacion de dietas artificiales y algas (Puello-Cruz et al.,

1996).

Lo contrario fue presentado por Le Moullac y colaboradores en 1994 con la
misma especie, cuando alimentaron postlarva con algas, artemia y dieta
comercial, ellos obtuvieron una alta actividad de tripsina en las larvas
alimentadas con algas, con un maximo en zoea lll, mientras que la actividad

de la amilasa disminuia con la dieta comercial desde zoea | a zoea lll.



De igual manera se ha reportado varios trabajos en crustaceos donde se
observa que la sintesis y secrecidon de enzimas varia de acuerdo a los
estadios de muda. Por ejemplo, en la jaiba Callinectes arcuatus, se
determinaron la actividad de amilasa, lipasa, proteasas y quitinasa. El ciclo
de muda afectd la actividad enzimatica de las enzimas mencionadas,
especialmente de las proteasas y quitinasa ya que no se registro lecturas en
la fase de muda, ocurriendo lo contrario con la actividad de lipasas y

amilasas que si fueron detectadas (Vega-Villasante et al., 1998).

Asi tambien existen evidencias que el camaron es afectado por el proceso
fisiblogico de la muda, Fernandez et al., en 1998 encontrd que la actividad de
las enzimas tales como amilasa, proteasa, carbopeptidasas y otras es
mayor en la fase de intermuda en el P. notialis. En el P. vannamei, se han
hecho varios estudios sobre como la actividad de las enzimas varia con la
muda (Chan et al., 1988; Van Hourmhoud et al., 1995; Klein et al., 1996; Le
Boulay et al., 1996). De igual manera en otros peneidos como Penaeus

japonicus y P. monodon (Galgani, 1985; Kono et al., 1995; Kuo y Lin., 1996).

1.3.6. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ENZIMAS

La deteccion y caracterizacion de las enzimas se ha abordado de diferentes
formas. En muy pocos casos, estos estudios se han realizado mediante la
purificacion de enzimas (Galgani et al., 1985; Tsai et al., 1991; Van
Hormhoudt et al., 1992). En la mayoria, solo se ha detectado la presencia de
las enzimas en extracto crudos utilizando sustratos sintéticos e inhibidores

especificos para cada una de las enzimas.



La sintesis y produccién de enzimas ha sido estudiada en los camarones

peneidos mediante técnicas bioquimicas como:

» Cromatografia de intercambio i6nico

» Espectrofotometria

* Electroforesis

» Electroforesis de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
* Filtracion en gel

* Inmunoelectroforesis

* Radioinmuniensayo (RIA)

Los métodos espectrofotométricos son los mas utilizados por ser sencillos y
exactos. Sin embargo hay una exigencia la cual deben cumplir, es que o bien
el sustrato o bien el producto de la reaccion deben absorber la luz en una
region del espectro en la que otros sustratos o productos no lo hagan. Una
de las caracteristicas de los compuestos quimicos mas estudiados es el
desarrollo de color que bajo determinadas condiciones se puede producir.
La intensidad de color es la base de los procedimientos bioquimicos

(Cooper, 1977, Van Holde, 1998).

Las medidas espectofotométricas de concentracion proteica y enzimas
utilizan un espectofotdmetro, donde se coloca una cuveta de grosor /, la cual
contiene la solucion problema de la cual se quiere conocer su concentracion.
Esta solucion es sometida a un haz de luz de la regién UV o visible. La
intensidad del haz emergente disminuira hasta un valor de I porque la
solucion absorbe parte de la radiacion. La absorvancia a la longitud de onda

A se define como A) = log(lo/l) y esta relacionada con / yla concentracion C

por la ley de Beer:
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A) =[0OANC

donde A es el coeficiente de extincion a una longitud de onda A para la
sustancia de estudio. Las wunidades en que se expresara las
concentraciones dependera del sistema que se este empleando. Si la
concentracion de proteina se mide en mg/cm3 y I en cm, entonces [\ debe
tener las dimensiones de cm?mg, dado que A es una magnitud sin
unidades. En cambio cuando las concentraciones se expresan en molaridad

(M), las unidades de [0 pasan a ser M cm™.

Una vez determinado el coeficiente de extinccién de una proteina concreta
(por ejemplo, midiendo la absorbancia, de una solucion que contenga un
peso conocido de la proteina) la concentracion de cualquier otra solucién de
esa proteina puede calcularse a partir de una simple medida de
absorbancia, utilizando la ecuacion antes mencionada (Van Holde, 1998).
Entre los tipos de ensayos espectrofotométricos tenemos los del método del

punto final y métodos cinéticos.

1.3.6.1. METODO DEL PUNTO FINAL

Este tipo de ensayos producen resultados precisos y exactos, ya que no son
afectados por cambios como la temperatura, tiempo de medicion etc. Una de
las caracteristicas importantes en ésta técnica es que el color producido
debe ser estable por un periodo que permita el desarrollo de la reaccion y la

lectura en el equipo fotométrico (Harris, 1987).
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1.3.6.2. METODO CINETICO

Poco comun debido a su baja precision, la temperatura y periodo de
incubacidn. La inclusion de particulas de interferencias en la muestra deben
ser controlado. Esta técnica es usado cuando se pueden obtener una alta
sensibilidad en los analisis a realizarse. Ademas este método con algunas
modificaciones logran resultados mas precisos, cual es caso con los

métodos bioluminicentes. (Harris, 1987).



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. CICLO DE MUDA

2.1.1. Diseno experimental

Camarones juveniles Penaeus vannamei con peso promedio de 3,15+0,32
g, fueron obtenidos de los tanques de cultivo del CENAIM y colocados en
(12), acuarios ubicando un camardon por acuario en las primeros seis
acuarios. En los restantes seis se coloco 5 camarones por acuario en
determidado estadio de muda. Este disefio experimental es el mismo para

tasa de ingestion.

La observacion del estadio de muda en el camaron se lo realiz6 en los
urépodos, los cuales se dividen en endopoditos y exopoditos. La
identificacion de los estadios de muda se lo realizé de acuerdo a lo descrito
por Smith y Dall (1985) y Chan et al. (1988) para Penaeus esculentus y P.

vannamei respectivamente.

Durante un mes (aproximadamente 3 ciclos de muda) se hizo la revision de
los endopoditos, colocando al camaron en una caja petri con cantidad
suficiente de agua de mar para cubrir los urépodos Yy facilitar la visibilidad a
través del estereomicroscopio con aumento de 40 X y de esta manera

determinar el estadio de muda en menos de dos minutos por camaron.

2.2. TASA DE INGESTION

Camarones juveniles provenientes de la camaronera OPUMARSA de la zona
de Palmar (Peninsula de Santa Elena, Guayas) fueron aclimatados a las
condiciones del laboratorio y del alimento por una semana.

Juveniles con peso promedio de 2,69+0,30 g, n=30 fueron alimentados al

equivalente del 10% de su biomasa con una dieta de 40% de proteina



repartidas en dosis iguales a las 08h00 y 15h00. Durante el ensayo el
fotoperiodo luz:oscuridad fue 11h:13h (08h00 19h00) y el agua de los
acuarios recambiada continuamente a una tasa de 1200% diario. Los
parametros fisicos del agua como temperatura y oxigeno disuelto fueron
medidos semanalmente usando un oxigenémetro YSI 52 RS232[], pH con

un pH meter 320 WTWI y la salinidad con refractometro.

El alimento no consumido, después de 2 horas de haber sido suministrado,
fue sifoneado sobre una malla previamente pesada. El alimento sobrante
lavado primero con agua dulce y luego con agua destilada fue secado en una
estufa ISUZU 2-2040 (lsuzu Seishakusho Co Ltda) por un periodo de 24
horas a 60°C y pesado para determinar el porcentaje de alimento ingestado

en base a la biomasa de cada acuario.

Adicionalmente un blanco (acuario sin camaron, solo pellet) fue realizado con
el fin de determinar un factor de correccion por périda de alimento,
movimiento de agua, aireacion, sifoneo y lavado de los sobrantes. El mismo
fue realizado en 6 acuarios que representaba cada uno el tiempo de
permanancia (30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos) del pellet en contacto con
el agua. Este procedimiento se lo realizd por tres ocaciones
secuencialmente. La tasa de ingestion se realizé durante 3 ciclos de muda
utilizando 6 acuarios como unidades experimentales (réplicas) y fue

calculada mediante la siguiente formula:

Tasa de ingestion =Alimento sumistrado - Alimento no consumido x (B) x 100
Biomasa del acuario
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Blanco = Alimento suministrado
Alimento recuperado

2.3. ELABORACION DE LA DIETA

La dieta fue elaborada en la planta piloto del CENAIM. Los ingredientes

previamente pulverizados hasta un tamafo uniforme de particula de 300 pm,
fueron pesados cuidadosamente por separado de acuerdo a lo formulado en

la (Tabla 3).

Tabla 3.- Ingredientes de la dieta experimental

Ingredientes Porcentajes %
Harina de camaron 26.77
Harina de pescado 15.00
Harina de calamar 5.00
Pasta de soya 17.99
Polvillo de arroz 5.00
Gluten de trigo 5.00
Aceite de higado de Bacalo 5.20
Aceite de soya 0.53
Lecitina liquida 1.00
Colesterol 0.50
Mezcla de Vitaminas 3.00
Mezcla de Minerales 2.00
Aglutinantes 0.08
Antioxidante 0.01
Antihongo 0.07
Almidén de maiz 12.85
Total 100.00

Las materias primas se mezclaron de manera conjunta, en primer lugar las
de menor porcentaje de inclusion, adicionando progresivamente los
ingredientes de mayor cantidad con la finalidad de conseguir una éptima
homogenizacion al final del proceso de mezclado. ElI conjunto de
ingredientes junto a una cantidad conocida de agua adicionada (45%) fueron
mezclados a 300 rpm por 10 minutos en una mezcladora Kokusan hasta

obtener una masa densa. Esta masa fue llevada a un molino de carne
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Oster] y pasada dos veces para permitir una mejor aglutinacion de los
ingredientes. Los pellets en formas de tallarines de 3 mm de diametro y 10-

15 cm de longitud fueron llevados a un horno con ventilador vertical

NAKAYASU para ser secados a 60 °C durante 2 horas. Una vez secado y

enfriado fue quebrado en trozos manualmente para darle la longitud

apropiada y mantenerlo a 8 °C hasta su uso.

2.4. ANALISIS BIOQUIMICOS POR ESTADIO DE MUDA

Al final del experimento de tasa de ingestiéon (2.2) diez camarones por
estadio de muda fueron disectados para extraer sus hepatopancreas y
almacenarlos en un congelador a -80 °C (Yamato CF-11) hasta la realizacion
de los analisis. Antes de realizar éste experimento se aclimataron a los
camarones al sistema de alimentacion por 2 semanas. Quince horas previo
al muestreo, el alimento no consumido y las heces fueron sifoneados. El
muestreo se llevo a cabo entre las 09h00-11h00, para evitar cualquier efecto
del ritmo circadiano en la actividad de las enzimas digestivas y nutrientes a

analizar (Cuzon et al., 1982; Le Moullac et al., 1997).

La Tabla 4 resume los analisis realizados para la determinacion de la
actividad enzimatica y nutrientes en el hepatopancreas del camaron P.
vannamei. Los resultados de las determinaciones enzimaticas estan
expresados en actividad especifica (cantidad de producto liberado/minuto/mg
de proteina), la que se obtiene dividiendo la actividad enzimatica total por la

concentracion de proteina (mg/ml) presente en el hepatopancreas.
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Tabla 4. Caracteristicas de las metodologias empleadas en los analisis de las enzimas y
nutrientes a temperatura de 25 °C. Dubbois et al., 1956 (1); Bradford, 1956 (2); Rick y
Stegbauer, 1974 (3); Versaw et al., 1989 (4) Garcia-Carrefio y Haard, 1993 (5)

Enzima (Autor) Substrato Tampén y pH Actividad especifica Longuitud de
onda (nm)
GliCégenO (1) Glucosa 0,01% g de g|ucosa/m| 485
Proteina (2) Dye Reagent (1:4) mg de proteina / g 595
hepatopancreas
Amilasa (3) Almidoén soluble, 1% Fosfato de (mg maltosa/min/mg 550
Sodio, pH 6,9 proteina
Lipasa (4) B-Naftil caprilato Tris-CIH 50 MM M acidos grasos 540
200 nM, , PH 7,2 /min/mg de proteina
Proteasas (5) Azocaseina 2% Tris-CIH 50 MM M tyrosina/min/mg 440
, PH T2 de proteina

Los camarones y hepatopancreas respectivos se pesaron para estimar el

indice hepatosomatico (IHS).

Indice hepatosomatico = Peso del hepatopancreas x 100
Peso del camardn

2.4.1. Preparacion del suero enzimatico

Un micro homogenizador de téjido (Wheaton[l) fue utilizado para macerar el
hepatopancreas en 0,5 ml de agua desionizada y enrasado hasta 1,5 ml con
la misma calidad de agua. Tubos de microensayos (eppendorfl]l) fueron
usados para mantener el hepatopancreas homogenizado y sumergido en
hielo picado hasta su inmediata centrifugaciéon a 13000 rpm por 5 minutos a
4°C en una centrifuga (Kokusand 2000B). Alicuotas individuales del
sobrenadante por cada analisis a realizar fueron transferidos a diferentes
tubos y congeladas -80 °C. El dia anterior al analisis las muestras fueron
transferidas a un congelador de -20°C por 24 horas y posteriormente

mantenidos en el congelador de refrigeradora a 0°C.



52

2.4.2. Analisis de nutrientes

2.4.2 1. Determinacién de proteina soluble

Procedimiento

Preparar el reactivo de coloracién por dilucion de un volumen del reactivo
de coloracion concentrado (Cat. No. 500-0006 Bio Rad Laboratories
Gmblt) con 4 volumenes de agua desionizada. Esta solucion es filtrada a
través de papel Whatman # 1 y almacenada a 8°C.

Preparar la curva de calibracion (50-150 pg/ml) diluyendo en 5 tubos de
ensayo (13x100 mm) 100, 200, 400, 600 y 800 pl de solucion Albumina
Bovina Sérica (Cat. No. 12018.0025 MercK) al 0,2 mg/ml hasta 2000 pl con
agua desionizada y filtrada por 0,22 pum.

Pipetear 100 pl de cada una de estas soluciones, 100 pl de agua
desionizada (blanco) y 100 pl del extracto crudo en tubos de ensayo
(16x125 mm) limpios.

Adicionar 5ml de Dye reagent diluido a cada tubo.

Después de incubar a temperatura ambiente por 5 minutos leer la
absorvancia en espectofotometro a una longitud de onda de 595 nm.

Las lecturas no deben hacerse pasado los 60 minutos, ya que la

absorvancia incrementa con el tiempo.
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2.4.2.2. Determinacién del glicégeno

Curva de calibracién (5-30 pg/ml)

Disolver 0,01 g de glucosa en 20 ml de ATC (Acido tricloroacético, No. cat.
100.807.0250, MercK) al 20%, (solucién madre).

Tomar 2000 pl de la solucion madre y diluir a 10 ml con ATC al 20%,
obteniéndose una concentracion de 100 pug/ml (solucién de trabajo).
Transferir 100, 200, 400, 600 y 800 pl de solucion de trabajo (100 pg/ml) a
tubos de ensayo (16x125 mm) vy llevar hasta 2000 pl con agua
desionizada y filtrada por 0,22 um.

El blanco se prepara solo con 2000 pl de agua desionizada Yy filtrada.
ARadir a todos los tubos 500 pl de fenol (No. cat. 3351-7, Riedel-De Haén)
al 80% y 5 ml de acido sulfurico concentrado (No. Cat. UN 1830,
Mallinckrodt). Agitar inmediatamente.

Transcurridos 30 minutos leer en el espectrofotometro a 485 nm.

Muestra

En tubos plasticos de centrifuga de 10 ml, adicionar 100 ul de suero
enzimatico a 2000 pl de ATC al 20% y agitar.

El precipitado formado se descarta por centrifugacion a 3000 rpm por 20
minutos y el sobrenadante se transfiere a otro tubo de centrifuga con 2000
ul de éter de petrdleo (No. cat. E1010, Espectrum)

Después de centrifugar a 3000 rpm por 20 minutos descartar la fase
superior que contiene éter y ATC cuidadosamente con ayuda de una
micropipeta pasteur.

Pipetear 500 pl de la fase inferior hacia a un tubo de ensayo (16x125 mm).
Adicionar a todos los tubos de ensayo 1500 pl de agua desionizada, 500
pl de fenol al 80% y 5 ml de acido sulfurico concentrado. Seguidamente

agitar.



Transcurridos 30 minutos medir la absorvancia en un espectrofotdmetro a

485 nm.

2.4.3. Actividad enzimatica

2.4.3.1. Determinacion de amilasa

Curva de calibracion (190-950 pg/ml)

Medir 200, 400, 600, 800 y 1000 pl de la solucion estandar de 100 mg
maltosa/ml (No cat. 25048-30, Kanto Chemical) y diluir hasta un volumen
final de 1050 pl con agua desionizada en tubos de ensayo (16x125 mm).
El blanco para la curva de calibracion se prepara con 1050 ul de la misma
agua.

Adicionar a todos los tubos 1000 pl de solucion al 1% de almidon (No. cat.
191-03985, Wako Pure Chemical) y 2000 pl de acido dinitrosalisilico al 1%
(Anexo 1)(No. cat. 10415-30, Kanto Chemical). Después de la adicion de
cada solucion homogenizar en un agitador de tubo vertical (MS1
Minishaker IKAO).

Colocar los tubos en Bafo Maria a 100 °C por 5 minutos.

Enfriar y leer entre 20-60 minutos en espectrofotometro a 550 nm.

Muestra

Adicionar 50 pl de solucion muestra y 1000 pl de solucién de almidoén a
tubos de ensayos (16x125 mm) con un 1000 ul de solucion tampén fosfato
de sodioa pH 6,9 (Anexo 1).

Un blanco es preparado con 1050 pl de solucién tampdn y 1000 pl de
almidon al 1%.

Se incuba en agua a 25 °C por 10 minutos exactamente.

Transcurrido este tiempo adicionar a los tubos de ensayo 2000 ul de
acido dinitrosalisilico al 1%, agitar y poner los tubos en un Bafio Maria a

100 °C por 5 minutos.
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Finalmente enfriar y leer entre 20-60 minutos en espectrofotdmetro a 550

nm.

La féormula para realizar los calculos de la actividad enzimatica, preparacién

del acido dinitrosalisilico y de los tampones se presentan en el Anexo 1.

2.4.3.2. Determinacion de proteasas

Blanco

Colocar 240 pl del tampon Tris-CIH 50 mM, pH 7,2 (No. cat. T-1378,
Sigma) (Anexo 1) en tubos plasticos de centrifuga limpios y secos.

Dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 500 pl de azocaseina (No. cat. A 2765, Sigma) al 2% disuelto en
solucion tampon Tris-CIH y agitar.

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente se agrega 500 pl de ATC al 20%.

Anadir 10 pl de suero enzimatico, agitar.

Centrifugar por 5 minutos a 10000 rpm.

Finalmente leer en espectrofotometro a 440 nm.

Muestra

Pipetear 240 pl de la solucién tampén Tris-CIH 50 mM, pH 7,2 en tubos
plasticos de centrifuga limpios y secos.

Anadir 10 pl de suero enzimatico, agitar.

Dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 500 pl de azocaseina 2% disuelta en solucién tampon.

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente se agrega 500 pl de ATC al 20%.

Centrifugacion por 5 minutos a 10000 rpm.

Finalmente leer en espectrofotometro a 440 nm.
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2.4.3.3. Determinacién de lipasa

Blanco

» Agregar 100 pl de taurocolato de sodio 100 mM (No. cat. T-0750, Sigma)
en tubos de ensayos (16x125 mm) limpios y secos.

* Colocar 1900 pl de Tris-HCI (50 mM, pH 7,2), agitar.

e preincubar, 5 minutos a temperatura ambiente

* Anadir 20 pl B-Naftil caprilato 100 mM (No. cat. N-4875, Sigma).

e Incubar, 30 minutos temperatura ambiente

» Adicionar 20 ul de Fast Blue 200 mM (No. cat. F-3378, Sigma).

e Incubar por 5 minutos temperatura ambiente

» Agregar 200 pl de ATC 0,72 N, 10 ul de extracto enzimatico, 2,71 ml de
etanol:acetato de etilo (1:1 v/v) (No. cat. 1096231000, MercK).

* Homogenizar en un agitador de tubo vertical (MS1 Minishaker IKAO) y leer
la absorbancia a 540 nm.

Muestra

» Colocar 100 pl del taurocolato de sodio 100 mM en tubos de ensayos
(16x125 mm) limpios y secos.

» Agregar 1900 pul de solucién tampén Tris-CIH 50 mM a pH de 7,2.

« Anadir 10 ul del concentrado enzimatico.

¢ Preincubar por cinco minutos a temperatura ambiente

* Anadir 20 pl B-Naftil caprilato 200 mM

e Incubar, 30 minutos temperatura ambiente

e Agregar 20 pl de Fast Blue 100 mM.

e Incubar, 5 minutos temperatura ambiente

» Agregar 200 pl de ATC 0,72 N, 2,71 ml de etanol:acetato de etilo (1:1 v/v),
homogenizar en un agitador de tubo vertical (MS1 Minishaker IKAL) vy

medir la absorbancia a 540 nm.
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Para realizar los calculos de actividad enzimatica de lipasa se consideré que

una unidad de actividad es igual a 0,001 unidades de absorvancia.

2.5. ENSAYO DE CRECIMIENTO

Larvas de maduracion en PL 13 provenientes del laboratorio “GC y F
MARINQO” ubicado en Mar Bravo (Peninsula de Santa Elena, Guayas) fueron
mantenidas por un mes en tanques de 10 toneladas con la finalidad de

criarlos hasta obtener animales de 1 g aproximadamente.

Camarones con peso promedio de 1,58+0,17 g, fueron colocados en un
numero de ocho por acuarios (60x30x36 cm) de 50 litros. Tres métodos para
estimar la racién de alimento fueron evaluados usando 8 acuarios (réplicas)
por método (tratamiento). Los tratamientos A y B fueron alimentados, usando
una tabla de alimentacion comercial (Anexo 2) y al 6% de la biomasa
respectivamente. Este ultimo tratamiento fue escogido como una alternativa
intermedia entre los tratamientos Ay C y fue obtenido al promediar las tasa
de ingestion de cada uno de los estadios de muda (literal 3.2) mas el 1,5%

producto de la pérdida de alimento reportada en el blanco.

En el tratamiento C los camarones se alimentaron en base a la regresion
lineal obtenida del ensayo de tasa de ingestion (ver literal 3.2). El porcentaje
de alimento suministrado a cada acuario fue calculado asumiendo vy
reeplazando en la ecuacion el valor de X correspondiente a cada estadio

(A=1, B=2, C=3, Do=4, D1=5, D2=6 y D3=7).
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Y = ax® + bx? + mx

Una vez conocido el porcentaje de alimento en base a la biomasa
correspondiente a cada estadio de muda, tenemos que calcular la cantidad
de alimento a suministrar por acuario, para lo cual realizamos el siguiente
calculo:
A-D3 = (Yg/100 x NCg ) x PP

Donde:

Y = porcentaje de la biomasa correspondiente a cada estadio

NC = numero de camarones en determinado estadio de muda

PP = peso promedio de la poblacion presente en el acuario

E = estadio de muda
Los juveniles fueron alimentados a las 08h00 y 16h00 con una dieta al 40%
de proteina. Diariamente, antes de proceder a alimentar, el fondo de los
acuarios fue sifoneado con la finalidad de eliminar desechos, heces, mudas
y organismos muertos.
Los camarones se pesaron cada semana con una balanza de 0,01 g de
precision, para ajustar la racion de alimento a suministrar. En el tratamiento
C cada dos dias el 50% de la poblacion y durante el dia del pesaje a todos
los animales se identificaba los estadios de muda de cada acuario. La tasa
de recambio de agua fue 1200% diario, y el agua de mar fue previamente

filtrada por arena y filtro de piola y tratada con UV.

El fotoperiodo fue 12h luz y 12h oscuridad (07h00-19h00). Los parametros
fisicos del agua como temperatura y oxigeno disuelto fueron medidos
semanalmente usando un oxigenometro YSI 52 RS2320, pH con un pH

meter 320 WTWO y la salinidad con refractémetro. Ademas el ultimo dia se
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tom6 muestra del agua de los acuarios para realizar analisis de fésforo,

amonio, nitrito y nitrato.

El factor de conversion alimenticia fue calculado de acuerdo a la formula de

Brand y Colvin (1979).

FCA = Alimento suministrado en materia seca
Bf + 1/2 (Bo + Bf) x #camardn muertos

Donde:
Bo: Biomasa inicial

Bf: Biomasa final

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

La prueba de Anderson-Darling fue realizada para establecer la normalidad
de los datos y la prueba de Bartle para homogeneidad de varianza. Los
resultados obtenidos fueron evaluados por analisis de varianza (ANOVA).

Los datos expresados como porcentaje fueron transformados por arcoseno
previo ANOVA. Una vez que se verificaron diferencias significativas (p<0,05)
los datos fueron analizados por la prueba de minima diferencia significativa
(Least Significant Difference, LSD) para determinar cual tratamiento fue
diferente de otro. El analisis de los datos fue realizado usando el programa

estadistico Data Desk.



I1l. RESULTADOS

3.1 DURACION DEL CICLO DE MUDA

Durante el periodo de estudio se pudo observar que el ciclo de muda en los
juveniles P. vannamei con peso promedio de 2,69+0,30 g durd
aproximadamente 11,03+£1,13 dias. En el cual la fase de premuda representé
el 50%, intermuda 33,33% y la postmuda 18,66% de todo el proceso de
muda (Tabla 5).

Los parametros fisicos del agua temperatura, pH, oxigeno disuelto y
salinidad tanto para el ciclo de muda y tasa de ingestion medidos
semanalmente fueron: 24+0,1°C (n=6), 8,36+0,02 (n=6), 5,08+0,53 ppm (n=6)

34+1ups (n=6) respectivamente

Tabla 5. Duracién del ciclo de muda en el juvenil P. vannamei. Valor promedio de 4
ciclos de muda (xerror estandar)

Estadios de Muda

A B C Do D1 D2 D3
Duracion (dias) 1 1 4+0,19 1+0,24 240,29 2+0,29 1

La figura 14 muestra un efecto de las fases lunares sobre el numero de
camarones mudados. En la fase de luna nueva aproximadamente el 80% de
camarones mudan en los primeros 5 dias contados desde el inicio del
aguaje (marea alta cuya duracién es de 8 dias), mientras que en luna llena
solo mudaron alrededor del 30% de la poblacion en el mismo periodo de

tiempo.

Durante los primeros 5 dias de quiebra (marea baja), en cuarto creciente un
30% de la poblacibn de camarones mudd, mientras que en cuarto

menguante se incremento al 47% en el mismo lapso de tiempo (figura 14).
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Figura 14. Camarones que mudan por fase de luna. Cuarto menguante (CM); Luna llena
(LL); Cuarto creciente (CC); Luna nueva (LN).

3.2. TASA DE INGESTION

Los resultados de tasa de ingestion son expresados como porcentajes en
relacion a la biomasa de camarones y son el promedio obtenido de 3 ciclos
de muda. Después de aplicar un ANOVA vy encontrar diferencias estadisticas,
la prueba de comparacion de pares LSD (Least Significant Difference)
mostré diferencias significativas (p<0,05) entre la fase de intermuda C, con
todos los estadios de la fase de premuda D1, D2 y D3 a excepcion del
estadio Do (figura 15). Ademas el estadio C fue diferente (p<0,05) al estadio

de postmuda temprana A mas no para el estadio de postmuda tardia B.

La fase de premuda presento diferencias significativas (p<0,05) entre ellos.
El estadio Do fue diferente con los sub-estadios de premuda D1, D2 y D3, asi
como también respecto al estadio de postmuda A. No se presentaron
diferencias significativas entre Do, C y B. La figura 15 muestra desde
premuda D1 hasta postmuda A, un periodo de consumo de alimento inferior
al 3% de la biomasa. Es a partir de postmuda tardia B que los camarones

aumentan su ingestion de alimento alcanzando en intermuda (C) un
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consumo superior al 50% de lo observado durante premuda D1 a postmuda
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Figura 15. Tasa de ingestiéon del P. vannamei por estadio de muda después de un mes
de alimentacion. Las barras verticales indican el error estandar basado en 6 réplicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

La figura 16 muestra el porcentaje de recuperacion del alimento
suministrado en los acuarios, por manipuleo del alimento. Se realiz6é tres
pruebas donde se encontré un valor promedio de 1,5% de pérdida de

alimento, éste valor fue usado en el ensayo de crecimiento.
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Figura 16. Porcentaje de alimento recuperado al realizar el blanco. Las barras verticales
indican el error estandar basado en 3 réplicas.
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3.3. INDICE HEPATOSOMATICO

Los resultados de indice hepatosamatico por estadio de muda después de
aplicar analisis de varianza mostré que existe diferencias significativas
(p>0,05) entre el estadio de premuda tardia D2 e intermuda C, asimismo el

estadio D2 presento6 diferencias significativas con el estadio D3 (figura 17).
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Figura 17. Indice hepatosomatico por estadio de muda. Las barras verticales indican el
error estandar. Letras iguales no son diferentes estadisticamente (p>0,05).

3.4. ANALIS BIOQUIMICOS POR ESTADIO DE MUDA

Los resultados obtenidos en los analisis de enzimas estan expresados
como actividad especifica (U/mg de proteina). Después de aplicar ANOVA se
encontrd diferencias estadisticas (p<0,05), en la actividad de amilasa entre
los estadios. EI LSD mostré la mayor actividad de amilasa en los camarones
en estadio Do el cual fue superior a D1, D3, A, B y C aunque no
significativamente diferente (p>0,05) a D2. No hubo diferencias significativas
entre la actividad de amilasa en el estadio D2 y los registrado en B y C pero

si fue diferente con respecto a D3 y A.
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Figura 18. Actividad especifica de amilasa por estadio de muda. Las barras verticales
indican el error estandar (n=10). Letras iguales no son diferentes estadisticamente
(p>0,05).

La actividad especifica de las proteasas figura 19 presentaron diferencias
significativas (p<0,05) menor en los estadios A, D1 y D3 con los estadios B,
C y Do. Ademas se observo que el estadio Do presentd junto al estadio B la
mayor concentracion de proteasas. Mientras que los demas estadios no

mostraron ser diferentes estadisticamente (p>0,05) entre si.
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Figura 19. Actividad especifica de proteasas por estadio de muda. Las barras
verticales indican el error estandar (n=10). Letras iguales no son diferentes
estadisticamente (p>0,05).
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La actividad especifica de lipasa fue significativamente (p<0,05) menor en el
estadio D3. La mayor actividad especifica fue encontrada en el estadio Do
siendo estadisticamente diferente (p<0,05) a los demas estadios a
excepcion de C y D2. La actividad de lipasa en los estadios D2, D1, A, ByC

no mostrarén ser diferentes estadisticamente (p>0,05) entre ellos.
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Figura 20. Actividad de lipasa por estadio de muda. Las barras verticales indican el
error estandar (n=10). Letras iguales no son diferentes estadisticamente (p>0,05).

En lo referente a la concentracion de proteina presente en el hepatopancreas
del camardn esta mantenia los niveles casi iguales en todos los estadios. Al

realizar ANOVA se encontro que no existia diferencias significativas entre los

estadios.
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Figura 21. Concentraciones de proteina por estadio de muda. Las barras verticales
indican el error estandar (n=10). Letras iguales no son diferentes estadisticamente

(p>0,05).
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En lo que respecta a la concentraciéon de glicogeno en el hepatopacreas del
camardn, se encontré que existe una mayor cantidad de este nutriente en los
estadios de premuda D1 y D3 los cuales fueron estadisticamente (p<0,05)
diferentes al estadio de fase de postmuda B. Ademas se encontré que, entre

los estadios A y B si existen deiferencias significativas (figura 22).
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Figura 22. Concentracion de glicogeno por estadio de muda. Las barras verticales
indican el error estandar (n=10). Letras iguales no son diferentes estadisticamente
(p>0,05).

3.5. ENSAYO DE CRECIMIENTO

Los resultados de peso ganado de los camarones fueron evaluados por
medio de analisis de varianza a un nivel de significancia de 0,05. Después
de 60 dias de cultivo el analisis no report6é diferencias estadisticas (p>0,05)
entre las biomasas ganadas y crecimientos especificos de los camarones
alimentados con las 3 raciones alimenticias (Tabla 6). En tanto que si se
observo una diferencia significativa (p<0,05) entre los pesos promedios al
aplicar un ANOVA

Mediante la prueba de LSD se pudo determinar que los camarones
alimentados en base a la tabla de alimentacion crecieron 0,78 g
significativamente (p<0,05) mas que los otros dos tratamientos. No se

encontro una diferencia significativa entre los tratamientos B y C (Tabla 6).
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Tabla 6. Valores promedio (terror estandar) obtenidos después de 8 semanas de

alimentacién a juveniles P. vannamei.

Determinaciones Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
Peso corporal inicial (g ) 1,56+0,01 1,56+0,02 1,630,03
Peso corporal final (g ) 5,7510,25a 4,97+0,26b 4,97+0,18b
Incremento semanal (g) 0,53+0,06 0,43+0,07 0,42+0,06
Biomasa inicial (g ) 12,48+0,24 12,46+0,13 13,08+0,11
Biomasa final ( g ) 34,06+2,00a 32,14+2,31a 32,98+1,62a
Supervivencia (%) 755,273 81,2545,27a 82,81+2,29a
Total alimento suministrado ( g ) 112,1540,44a 76,97+0,37ba 77,66+0,37ba
Intensidad de luz (Lux) 114,38+20,95a 128,13+16,45a 123,13+29,12a
Total de proteina suministrada (g ) 41,16+0,025a 30,74%0,23a 30,89+0,16a
Eficiencia proteinica (E.P) 0,82+0,02a 1,21 £0,01b 1,66+0,04c
Tasa de crecimiento especifico (%) 1,77+0,10a 1,66+0,14a 1,6440,07a

Letras iguales en una misma fila no son diferentes estadisticamente (p>0,05).

Tratamiento A= Alimentacion en base a la tabla presentada por (Akiyama y Chuang,
1989).

Tratamiento B= Alimentacion en base al 6% de la biomasa.

Tratamiento C= Alimentacion en funcién de la regresion lineal y estadio de muda.

3.5.1. Conversion alimenticia

Al final de experimento de alimentacion mediante un analisis de varianza se
observé un efecto significativo (p<0,05) sobre el factor de conversion
alimenticia (figura 23). Depués de aplicar la prueba de LSD se pudo
determinar que el grupo de camarones alimentados en funcién del estadio
de muda presentarén un FCA significativamente menor (p<0,05) a los otros
dos grupos de camarones alimentados siguiendo el régimen de la tabla de
alimentacién y al 6% de la biomasa. No se encontré diferencias estadisticas

(p>0,05) entre estos dos ultimos tratamientos (A y B).
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Figura 23. Factor de conversién alimenticia para cada tratamiento obtenido al final del
periodo de alimentacién. Las barras verticales indican el error estandar basado en 8
réplicas. Letras iguales no son diferentes estadisticamente (p>0,05).

3.5.2. Supervivencia

Los porcentajes de supervivencia fueron Arcoseno transformados (\/ (% de
supervivencia/100) previo a la aplicacion de cualquier prueba estadistica. El
analisis de varianza demostr6 que las supervivencias de los tres
tratamientos no eran estadisticamente diferentes (p>0,05) entre ellos (Tabla
6). Es importante resaltar que la dosificaciéon del alimento en funcién del
estadio de muda presento una menor mortalidad y variabilidad entre sus
réplicas en comparacion con los demas tratamientos a pesar del continuo

muestreo semanal que se realizd para observar el estadio de muda.

Los parametros fisicos del agua temperatura, pH, oxigeno disuelto y
salinidad medidos semanalmente reportaron: 26,5+1°C (n=6), 8,05+0,02
(n=6), 4,75+0,53 ppm (n=6 ) 33x1pps (n=6) respectivamente. Ademas se
realizoé analisis de fosforo, nitrito, nitrato y amonio para los 2 ultimos dias y se

los resume en la (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores promedio (terror estandar) de la calidad del agua en los acuarios.

Descripcion de analisis

Tratamiento Fésforo (mg/l) Amonio (mg/l) Nitrito (mg/l) Nitrato
(mg/l)

A 0,12+0,01 0,17+0,03 0,008+0,003 1,20+0,14

B 0,14+0,01 0,19+0,01 0,007+0,001  1,28+0,04

C 0,08+0,01 0,12+0,01 0,009+0,001 1,39+0,01




IV. DISCUSION

4.1. Ciclo de muda

Existen diferentes resultados entre los crustaceos respecto a la duracion del
ciclo de muda inclusive de los subestadios que involucran el proceso de la
muda. Asi tenemos que en crustaceos largos y grandes como los cangrejos
y langostas, la muda se presenta una o dos veces al aino un ejemplo de ello
es el Gecarcinus lateralis donde el ciclo de muda tiene una duracion de 150-
200 dias, ésta clase de crustaceos presentan un proceso de muda conocido
como anecdysis. La diferencia con los camarones es que éstos ultimos
presentan un proceso de muda mas continuo, llamado diecdysis en el cual

la muda tiene una duracion de dias y hasta semanas (Dall,1990).

Algunos autores sefialan que la duracién del ciclo de muda difiere entre
especies y aun dentro de la misma por tamafo y otros factores (ver capitulo
dos). Asi en P. monodon y P. esculentus la fase de postmuda temprana A
tuvo una duracion de 9 horas segun Smith y Dall (1985) y Kuo y Lim (1985),
mientras que en P. setiferus, P. styliirostris, M. rosembergii y Sicyonia ingentis
el tiempo de duracion de la postmuda temprana fue de 1 dia (Robertson et

al., 1987; Sandifer y Smith, 1985; Anderson et al., 1985).

En otro trabajo con juveniles P. vannamei de 11,5-13 cm de longitud la
postmuda temprana tuvo una duracién de 18-28 horas (Chan et al., 1988),
mientras que en adultos de 55 g, esta etapa se completé en 1,33 dias

(Betancourt et al., 1993). Estos ultimos resultados se asemejan a los
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obtenidos en la presente investigacién donde la fase de postmuda temprana
A, fue de 1 dia de duracion.

En cuanto a la postmuda tardia B, Smith y Dall, (1985) y Kuo y Lim, (1985)
determinaron una duracion de 2 dias para P. esculentus y P. monodon
respectivamente. Robertson et al. (1987) presentd iguales tiempos de
duracion de postmuda tardia B en P. setiferus y P. stylirostris, mientras que en
el M. rosembergii éste estadio tuvd una duracién de 3-5 dias (Sandifer y
Smith, 1985). Segun Chan et al. (1988), en P. vannamei el estadio B se
desarroll6 entre 23-40 horas en otro estudio en P. vannamei adultos esta
etapa se completé en 1,69 dias (Betancourt et al., 1993). Los resultados
obtenidos en la presente investigacion sefialan para la fase de postmuda

tardia B, una duracion de 1dia.

El estadio C de intermuda segun lo expuesto por Chan et al. (1988) se
extiende de 10-15 dias, resultados que varian con los hallados en este
trabajo, en el cual se determin6 para camarones de 2,69 g una duracion
4+0,33 dias, mientras que para P. vannamei reproductores de 55 g la etapa
de intermuda tuvo lugar en 2,15 dias (Betancourt et al., 1993). En otros
peneidos como P. setiferus y P. stylirostris la fase de intermuda se desarrolllo
en un lapso de 2-3 dias (Robertson et al., 1987), y en P. monodon y P.
esculentus se completé en dos dias (Smith y Dall, 1985; Kuo y Lim, 1985).
Un periodo mucho mas largo de 29 hasta 79 dias ha sido reportado para la

etapa de intermuda del M. rosembergii (Sandifer y Smith, 1985).
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La fase de premuda temprana Do y D1 en el trabajo de Chan et al. (1988) se
desarroll6é en 16 dias para P. vannamei, donde los estadios Do y D1 tuvieron
una duracidn de 3-6 dias y 8-10 dias, respectivamente. En la presente
investigacion se encontré que el estadio Do tiene una duracion de 1+0,41
dias, y el estadio D1, 2+0,5 en total 3-4 dias. Betancourt et al. (1993) en P.
vannamei adultos reportaron que la etapa de premuda se cumplié en 3,11
dias, al igual que en P. setiferus y P. stylirostris con una duracion de 4 y 3
dias, respectivamente (Robertson et al., 1987). Por el contrario en P.
monodon solamente el estadio Do dura entre 3-4 dias y el estadio D1 se
completa en 7 dias (Kuo y Lim, 1985). Algo parecido sucede en el P.
esculentus donde los estadios Do y D1 se completé en 3-6 dias y en 8-10
dias, respectivamente (Smith y Dall, 1985). En el M. rosembergii adulto la
etapa de premuda temprana tuvo una duracién de 3-5 dias (Sandifer y Smith,

1985).

La fase de premuda tardia D2 y D3 en éste trabajo se llevo a cabo en 3 dias,
el estadio D2 tuvo una duracion de 240,51 dias y D3 de 1 dia. Estos
resultados son similares a los presentados en la misma especie por Chan
et al. (1988) y Betancourt et al. (1993). Los primeros reportan que el estadio
D2 dura 2-3 dias y D3 alrededor de 1-2 dias. En tanto que el segundo grupo
de autores sefialan que la etapa de premuda tardia se cumple en 3,5 dias.
De igual manera en P. setiferus y P. stylirostris la fase de premuda tardia
tomo entre 4 y 3 dias respectivamente (Robertson et al., 1987). Mientras que

para el P. monodon el estadio D2 se desarrolla en 2 dias y el estadio D3 se
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cumple en 12 horas (Kuo y Lim, 1985) y en el P. esculentus se completo en
2,5 dias y en 10 horas, respectivamente. Al igual que en intermuda para el M.
rosembergii adulto la etapa de premuda tardia se prolongo en un lapso de 5-

8 dias (Sandifer y Smith, 1985).

Segun Chan et al. (1988) la duracion del ciclo de muda en P. vannamei (de
11,5-13 cm de longitud) fue 28-40 dias. En la presente investigacion se
determin6é para este mismo proceso un lapso de 11,03x1,13 dias,
Charmantier y colaboradores en (1994) estudiaron al P. vannamei de 10 g,
midiendo la capacidad osmoregulatoria por estadio de muda, determinando
una duracion de aproximadamente 14 dias para éste ciclo. Huner y Colvin en
1979 trabajando con P. californiensis, determinaron un tiempo equivalente al
50% del total del ciclo de muda para la fase de premuda, al igual que en éste
estudio donde la premuda representd el 50% de éste, mientras que para
Chan et al. (1988) esta misma fase de premuda se extendié a un 53% en

juveniles P. vannamei.

Las diferencias encontradas entre los resultados de este proyecto y los
obtenidos por Chan et al. (1988) son varias y esto puede deberse a la baja
temperatura del agua (20-22°C) en la que se realizd6 este ultimo lo que
produjo una reduccion en el metabolismo con el consiguiente
prolongamiento del ciclo de muda en los camarones. Similar respuesta fue
obtenida en el camaron P. aztecus donde temperaturas de 17°C redujeron el

namero de mudas en un 56%, (Dall, 1990), mientras que en el Crayfish
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Cherax tenuimanis una temperatura de 24°C acortaba el ciclo de muda en

83% (Rouse y Kartamulia, 1992).

Quizas otro de los factores que pudo afectar la duracion del ciclo de muda en
el disefio experimental empleado por Chan et al. (1988) fue el colocar los
camarones individualmente en recipientes pequefos (23x12,5x12 cm), lo
que probablemente dificultd el normal desarrollo de los camarones. Esto
podria ser sustentado por lo reportado en M. rosembergii donde el desarrollo
normal del crecimiento se vio afectado por la columna de agua, area de
superficie de los acuarios y tasa de recambio de agua (D' Abramo et al,,
2000). En éste trabajo la determinacion del ciclo de muda se realizé con 1y 5
camarones por acuario (60x30x36 cm) de una mayor superficie que los
usados por Chan et al. (1988). De esta manera se logré confirmar que la
duracién del ciclo de la muda, tanto en acuarios con 5 (28/m?) 6 1 (6/m?)
camaron es la misma. La diferencia con Chan et al. (1988) probablemente
sea que su ensayo se realiz6 a una densidad de 34/m?, superior a la

empleada aqui.

Es conocido que condiciones ambientales como las fases lunares ejercen
influencia sobre la fisiologia de los crustaceos originando respuestas
diversas en éstos (DeCoursey, 1983; Dall et al., 1990; Griffith y Wigglesworth,
1993). Asi tenemos por ejemplo que una especie de foraminifero Hastigerina
pelagica desova de acuerdo al horario lunar y, el proceso de la

gametogenesis empieza entre los 3-7 dias después de luna llena. Otra
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especie que comprueba la relacion entre la luna y el comportamiento de los
animales es el anfipodo Talitrus saltator el cual presenta una sincronizacion

de la muda con la luna (De Coursey, 1983).

Los resultados de esta investigacion muestran una ritmicidad lunar con el
ciclo de muda, al encontrarse en el experimento que casi la mitad de la
poblacion de camarones mudaron durante cuarto menguante alcanzando el
pico maximo en luna nueva (80%). Una sincronizacidon lunar también fue
establecida en P. duorarun, donde se observé que en luna llena un alto
porcentaje de la poblacion de camarones muda en comparacion con la luna
nueva (Fuss y Ogren, 1966). Estas observaciones concuerdan con De
Coursey, (1985) quien reporta que la captura de M. macleauyi y P. plebejus
se redujo durante la luna llena, asumiendo que estaban enterrados en el
fondo del estanque. Lo contrario ocurrio con el Parapenaeus longirostris,
donde la mayor captura se observo en luna llena y la mas baja en luna nueva

(De Coursey, 1983).

4.2. Tasa de Ingestion

Existen diversos factores que influyen y repercuten en un buen
aprovechamiento del alimento tales como la lixiviacion (liberacion de
nutrientes al agua), tiempo de exposicion del pellet en el agua, atractabilidad,
palatibilidad, consistencia del pellet e intensidad luminica (Sick et al., 1973).
Varios investigadores afirman que existe alimentacion ritmica en los

camarones, que dependiendo de la especie, ésta se incrementa en horas de
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la tarde y/o noche (Cuzon et al., 1982; Taechanuruk y Stickney, 1982;
Boddeke, 1983; Robertson y Lawrence, 1993) asi como el estado fisioldgico
por el que atraviesa el camardon durante la muda (Van Wormhoudt et al.

1995a).

Después de determinar la tasa de ingestion durante 3 ciclos de muda, se
pudo observar que desde el estadio de postmuda tardia B hasta premuda
temprana Do hay un 18% mas de consumo de alimento que en el
comprendido entre D1 y A, aunque estos dos periodos tengan igual numeros
de dias de duracion (6 dias cada uno). Esta disminucién del consumo de
alimento para los estadios previos a la muda también ha sido observado en
P. esculentus (Dall, 1986) y en P. vannamei por (Chan et al., 1988) y ha sido
recientemente relacionada en crustaceos con la presencia de receptores de
ecdiesteroides en el esofago anterior los cuales dilatan éste organo

afectando la ingestion del alimento (Guckler et al., 1999).

Esta relacién podria tener validez si consideramos que en P. japonicus y M.
rosenbergii la concentracion total de ecdiesteroides alcanza su maximo nivel
en premuda temprana D1 y regresa a los valores basales en postmuda
temprana A (Blais et al., 1994). Este ultimo es justamente el periodo donde
se observo una reduccion del consumo de alimento en este trabajo.

La disminucién de la ingestién del alimento en la etapa previa y posterior a la
muda (D3-A) junto con el elevado numero de camarones que mudan durante

luna nueva reportados en el presente trabajo también ha sido observado en
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P. brasiliensis y P. paulensis por Brisson (1977) descrito por Dall et al. (1990)
pero de manera distinta. Ellos sefalan un efecto del ciclo lunar sobre la
ingestion de alimento e indican el mas bajo consumo de alimento en luna
llena, seguido de un incremento en cuarto menguante y luna nueva hasta

alcanzar el maximo consumo en cuarto creciente.

4.3. Actividad enzimatica

Muchos estudios se han realizado con el fin de determinar las enzimas
digestivas presentes en camarones (Carrillo y Gonzales, 1998) pero pocos
trabajos han evaluado el efecto que tiene el ciclo de muda en la actividad de

estas enzimas y su incidencia en la utilizacion del alimento.

Es conocido que la proteina es un componente caro pero a su vez
esencial en la dieta de los crustaceos, el cual es necesaria para el
crecimiento y mantenimiento del organismo. La utilizacion de la proteina
esta afectada por la fuente de proteina, nivel de proteina ingerido y la
habilidad del organismo para utilizar otros componentes como fuente de

energia (Capuzzo, 1981).

Para este efecto intervienen las enzimas proteoliticas que son las
encargadas de desdoblar las proteina hacia polipeptidos de cadena corta
para obtener un mejor aprovechamiento de la proteina suministrada al

camarén. En este grupo enzimatico la tripsina representa el 60% de la
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actividad proteolitica y el 6% de la proteina soluble del hepatopancreas
del camaroén (Galgani et al., 1984). Por esta razon se ha puesto mucho
énfasis en el estudio de las proteasas y como estas se ven afectadas por

factores como la muda.

Fernandez et al. (1997) en trabajos con reproductores P. notialis
encontraron que la maxima actividad de las proteasas en el
hepatopancreas estaba en la fase de intermuda C1-C4 y las minimas en
los estadios Do y B1. Los resultados de estos autores, son algo
similares con el presente estudio donde la maxima actividad especifica
de la enzima en el hepatopancreas no solo aparecio en el estadio C sino
también en B y Do, coincidiendo con la etapa donde el camaron

consume mas alimento (figura 19).

Esta diferencia en respuestas puede deberse a la edad, tamafio del
animal y a la especie como ha sido mencionado por Lee y Lawrence
(1982, 1985). No obstante, los resultados presentados en este trabajo
difieren aun mas de los encontrados para la misma especie por Van
Wormhoudt et al. (1995a) y Klein et al. (1996), donde el primer autor
sefala una mayor actividad especifica de quimotripsina medida con
BAPNA (benzoyl-L-arginie-p-nitroanilide), en el estadio D2, mientras que

el segundo autor reporté una mayor actividad especifica de tripsina
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medida con SAPNA, en D1. Esta diferencia probablemente se debe a la
naturaleza de estos substratos que son especificos, a diferencia de la
azocaseina usada en el presente estudio, tal como lo demuestra
Fernandez et al. (1997) al analizar tripsina con 2 substratos diferentes,

TAME (tosyl-L-arginine methyl ester) y BAPNA.

Otra de las enzimas que intervienen en el proceso de digestion del alimento
es la lipasa. Inicialmente estudiada en M. rosembergii por Lee et al. (1984)
no se reportd actividad probablemente por la inestabilidad del substrato
utilizado. Mientras que en P. setiferus evaluando dietas con diferentes
porcentajes de proteina (22, 30, 38 y 50%), se determiné una mayor actividad
lipolitica en el grupo de camarones alimentados con la dieta de 22% (Lee vy

Lawrence, 1985).

Basados en el hecho de que el total de lipidos presente en el
hepatopancreas del camarén es mayormente utilizado como reserva de
energia durante el ayuno y la muda (Barclay et al. 1983). Ando et al. (1977) y
Teshima et al. (1977) reportaron en P. japonicus una mayor concentracién de
lipidos en el hepatopancreas en Do y en todo el animal en D2,
respectivamente. Teshima et al. (1977) también senalaron una caida del
nivel de lipidos en el estadio de premuda tardia. Considerando que la enzima
lipasa actua sobre los lipidos, esto podria explicar por que en este estudio en
el estadio Do se produjo la maxima actividad de lipasa y en la etapa previa a

la muda D3 la actividad mas baja.
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Van Wormhoudt y colaboradores (1995b) al analizar la actividad de la enzima
digestiva [l-amilasa en varias especies de crustaceos, encontraron una
mayor presencia de esta enzima en los Decapodos. En este grupo se reportd
que los Peneidos (P. stylirostyris, P. indicus y P. vannamei) junto a los
Brachyura (Eriphia, Corystes), Anomura (Galathea, Porcellana), Macrura
(Procambarus) y Natantias con excepcidon del M. rosembergii presentaban
mayor actividad de amilasa que otras especies de crustaceos como los
Nephropsidae, Scyllaridae y Portunidae. Los resultados de la actividad
amilolitica obtenidos por Van Wormhoudt et al. (1995b) sehalaron al P.
vannamei como uno de los peneidos con una cantidad de amilasa
equivalente al 1% de la proteina soluble del hepatopancreas y una actividad
de 21,9 U/mg proteina, valor muy cercano al obtenido (28,9 U/mg proteina) al

promediar los 7 estadios de muda en el presente trabajo.

La influencia del ciclo de muda en la actividad de amilasa ha sido
demostrada en crustaceos tales como la jaiba Callinectes arcuatus. Vega-
Villasante et al. (1999) reportaron en animales recién mudados una mayor
actividad de amilasa, la cual empezaba a decrecer desde postmuda B hasta
premuda D2, encontrandose en este ultimo la menor actividad de amilasa.
Por otra parte, Fernandez et al. (1997), refiriendose a estudios de Van
Wormhoudt (1974), indicaron que el Palaemon serratus presentd picos de
actividad maxima de amilasa en C1y D1-D2 y el P. kerathurus en A2, C3-4 y

D2.
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Mientras que en reproductores P. notialis, Fernandez et al. (1997)
determinaron la mayor actividad de amilasa en el hepatopancreas durante la
fase de intermuda, sucediendo lo contrario en el estbtmago donde se
increment6 desde premuda temprana alcanzando la maxima actividad en D1
y decreciendo hasta llegar al nivel mas bajo en D4. En el presente trabajo los
juveniles P. vannamei alcanzan la mayor actividad especifica de amilasa en

Doy D2, y la menor en D3 durante el ciclo de muda.

Las tres enzimas evaluadas muestran 2 picos de actividad enzimatica el
primero es considerado como una respuesta al estimulo alimenticio, en este
caso una determinada enzima digestiva se expresara en mayor o menor
grado dependiendo de la cantidad y origen de los nutrientes (Le Moullac et
al., 1994, 1997). En tanto que el segundo pico puede ser atribuido
principalmente a una estimulacion endocrina de la sintesis de enzimas
digestivas, por la alta produccion de ecdiesteroides observados en premuda
D2 para la mayoria de especies de crustaceos decapodos (Skinner, 1985;
Chan et al., 1988; Blais et al., 1994). Ceccaldi (1987) también menciono la
aparicion de este segundo pico, solo durante las estaciones del afio donde
los crustaceos, estan en un periodo de intenso crecimiento y por lo tanto

mudando frecuentemente.

La concentracion de proteina soluble en la hemolinfa del P. vannamei ha
sido estudiada por Chan et al. (1988) quienes reportaron que la proteina

empieza a decrecer desde postmuda A, para luego incrementarse
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gradualmente en los estadios subsiguientes alcanzando la mayor
concentracion en premuda Do, y manteniéndose constante hasta el estadio
D3. Este comportamiento de la proteina soluble a través de los estadios de
muda puede ser producto de la liberacion de la proteina desde el
hepatopancreas hacia la hemolinfa lo que podria explicar los resultados

encontrados en esta investigacion y que son mostrados en la figura 21.

El nivel de glicogeno del hepatopancreas estuvo alrededor de los 6 mg/g
reportado para Metapenaeus por Dall (1965). Una mayor acumulacién de
glicégeno se observo, a excepcion de D2, desde el estadio D1 hasta A en
parte por el consumo de alimento y ademas probablemente por Ia
reabsorcion de la quitina presente en el viejo exoesqueleto. Esta ultima
observacién puede ser sustentada por el aumento de la actividad de la
quitinasa en la fase de premuda tardia en P. japonicus (Kono et al., 1995). La
menor concentracion de glicogeno en el estadio D2 probablemente se debid
a un aumento de actividad de la amilasa (figura 18) o a una mayor
concentracion de la hormona crustacea hiperglicemiante (cHH) mecanismos
por los cuales se generaria una cantidad adicional de glucosa para cubrir su

requerimiento energético o de sintesis de quitina.

Los valores del indice hepatosomatico obtenidos en este estudio indican que
en premuda D1, D3 y postmuda A, estadios en los cuales disminuye el
consumo de alimento, el volumen de la glandula digestiva es menor en

comparacion con los demas estadios. Este comportamiento fue también
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descrito por Cuzon et al. (1980) en P. japonicus, donde el hepatopancreas de
los camarones sin alimentar diminuia su volumen, mientras que se

mantenia en los camarones alimentados normalmente.

4.4. Ensayo de crecimiento

Un aumento de la supervivencia del 7% fue observado en el grupo de
camarones alimentados en raciones acordes al ciclo de muda. La causa
fisiolégica para este incremento en la supervivencia no fue determinada, pero
podria relacionarse al suministro de alimento en cantidades ajustadas a la
capacidad de ingestion del camardén, promoviendo de este modo un mejor
aprovechamiento del mismo. Ya que el camardon esta recibiendo nutrientes
en los estadios de muda de mayor actividad enzimatica y mayor consumo de
alimento, tal como fue evidenciado por la mejor conversion alimenticia y

eficiencia proteica obtenida en este trabajo.

Por otro lado ha sido sustentado que el nivel de proteina incluida en la dieta
puede tener un efecto sobre la supervivencia. Estudios realizados por Sessa
y Lim (1992) en P. vannamei y Garcia et al. (1998) en P. setiferus y P.
duorarun reportaron supervivencias de 90% y 80,6%, respectivamente
cuando estos camarones fueron alimentados con una dieta de 40% de
proteina, resultados similares a los obtenidos en los tratamientos B y C. Pero
cuando Abdel-Rahman et al. (1979) y Fenucci (1980) suministraron dietas

con 50% de proteina a P. japonicus y P. setiferus, respectivamente obtuvieron
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en la supervivencia.

Los resultados conseguidos en los tratamiento B y C muestran que la tasa
de alimentacion o de ingestion de proteina diaria, no afectd la supervivencia
logrando llegar al final del ensayo con una mortalidad del 17%, otra
respuesta fue observada en el tratamiento A en donde, la elevada cantidad
de alimento suministrado y por ende de proteina disponible, podria haber
influido en la supervivencia final, descartando como causa de esta el estrés,
considerando que la mitad de la poblacién de lo camarones del tratamiento

C fueron revisados cada 2 dias para estadio de muda.

El porcentaje de proteina, tamafio del camardn, especie y cantidad de
alimento suministrado son variables que influyen en el factor de conversion
alimencia asi lo indica Sugai et al. (1998). En investigaciones realizadas en
P. vannamei (Sessa y Lim 1992; Colvin y Brand, 1977) el factor de conversion
alimenticia que ellos obtuvieron 1,68 y 1,3 en camarones medianos son
valores similares 1,42 al tratamiento C para esta investigacion, lo que
explicaria que el uso de una correcta estrategia de alimentacion optimizaria

el suministro de alimento.

De las tres raciones alimenticias evaluadas, el mayor peso final fue
observado en el tratamiento que seguia la tabla de alimentacion, aunque no

se encontr6 diferencias en términos de biomasa ganada entre las 3
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raciones. Por lo tanto, una estrategia de alimentacion adecuada a los habitos
naturales de alimentacion de la especie en cultivo, y las etapas fisiolégicas
por las que atraviesa este organismo, permitira maximizar la eficiencia de
utilizacion del alimento, reducir los excesos de alimentos no consumidos,
disminuir el tiempo de exposicion del alimento al agua evitando asi la
consiguiente pérdida de nutrientes por lixiviaciéon y estabilidad fisica del

balanceado.



CONCLUSIONES
Una sincronizacion de la muda de los camarones con las fases lunares fue
observada. La aplicacion de esta relacion con el camarén a nivel de
produccién comercial son varias, uno de estos beneficios es que permitiria al
productor planificar el mejor momento para cosechar las piscinas, y
obteniendose un producto de mejor calidad y por ende mas rentable.
Ademas puede ayudar a simplificar y optimizar el suministro de alimento, con
el consiguiente ahorro que implica el no proporcionar nutrientes en etapas

donde el consumo por parte del camarén es menor.

El ciclo de muda para el juvenil P. vannamei en la presente investigacion tuvo
una duraciéon de 11,03+1,03 dias, siendo la fase de premuda (Do-D3) la
etapa mas larga del todo el ciclo de muda con un 50%, mientras que la fase
postmuda temprana A y postmuda tardia B representa el 18,66% vy la fase de

intermuda con un 33,33%.

Con el ensayo de tasa de ingestion estadios de muda donde el camardn
disminuye su capacidad de ingerir alimento. Una cantidad de 18% mas de
alimento fue consumido desde el estadio de postmuda tardia B hasta

premuda temprana Do.

La actividad de las enzimas digestivas demostré que estan relacionadas con
el ciclo de muda y que su grado de expresion depende del estadio en que se

encuentre el camarén. Dos picos de actividad maxima fueron determinados.
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El primero es considerado como una respuesta del camarén al estimulo del
alimento, y el segundo es atribuido principalmente a una estimulacion
endocrina para la sintesis de enzimas digestivas. El conocimiento de los
nutrientes presentes en el hepatopancreas y de cual enzima se expresa en
mayor actividad, sirven de referencia a tener en consideracion en el momento
de elegir el tipo y fuente de nutrientes para elaborar una determinada dieta.
Cabe destacar que esto puede variar en el momento que se cambie de

especie y del tamafio del animal.

Aunque, el peso final fue mayor en el tratamiento A debido al menor
manipuleo de los animales. No se encontré diferencias de las biomasas

finales entre las 3 raciones ensayadas.

El factor de conversién alimenticia, fue menor en el tratamiento donde se
utilizé la ecuacidon para alimentar a los camarones de acuerdo a los estadios
de muda. La tasa de alimentacién usada en los tratamientos no afectdé de
manera significativa el crecimiento de los camarones. Con estos resultados
podemos concluir que se pueden obtener resultados positivos cuando se
aplica el alimento en cantidades Optimas para su crecimiento pero en las
etapas donde el camaron lo pueda aprovechar al maximo y los requiera en

mayor cantidad.



RECOMENDACIONES
1.- Realizar ensayos dirigidos a confirmar que los camarones estan
relacionados con las fase de la luna. Estos deben tener una duracion de
varios meses para ser mas precisos y especificos. Ademas se tiene que

realizarse ensayos en camaroneras.

2.- Encaminar investigaciones para lograr en primer lugar aislar enzimas
digestivas de importancia en el desarrollo del camardn, en funcion a la
digestibilidad de los nutrientes, seguidamente realizar experimentos de
crecimiento primeramente en labotarorio con suplementos enzimaticos y
luego si existe respaldo del sector productivo llevar un estudio en piscinas

comerciales a una escala menor.

3.- Realizar una aplicacion en piscinas comerciales de los resultados
obtenidos usando la ecuacion lineal como wuna alternativa para la
alimentacién de los camarones, de esta manera se podra tener un

apreciacion mas veraz de los hechos.

4.- Realizar mas investigaciones dirigidas a buscar nuevas estrategias con
la finalidad de reducir el gasto innecesario del alimento en las piscinas
camaroneras. Esto podria ser horario y frecuencias de alimentacion, mejor
distribucion del alimento en las piscinas todo esto encaminadas para tener

una industria mas sustentable.
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Figura 25.- Observacion del endépodo para la determinacién del estadio de
muda en el camarodn.



Figura 26.- Sala experimental donde se realizé el ensayo de crecimiento.
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ANEXOS



ANEXO 1

Preparacion del acido dinitrosalisilico

Disolver 1 g de acido 3-5 dinitrosalisilico y 30 g de tartrato de potasio en 40
ml de NaOH 0,04 N. Enrrasar a 100 ml con agua desionizada, reactivo

estable por 6 meses en refrigeracion a 0-4 °C).

Preparacion de solucion tampon fosfato de sodio

Disolver 1,97 g de fosfato disédico hidrogenado dihidratado (Na,HPO,4.2H,0)
y 1,23 g de fosfato de potasio dihidrogenado (KH,P04;) en 800 ml de agua
desionizada, afiadir 65 ml de NaCl 0,9%. El pH es ajustado a 6,9
adicionando NaOH 0,1 N y completar a 1000 ml con agua desionizada. La

solucién es estable en refrigeraciéon (0-4 °C) hasta por un ano.

Preparacion de solucién tampén Tris-CIH

Disolver 6,055 g de trishidroxiaminometano en agua desionizada Yy filtrada
por 0,22 um y completar a 1000 ml con la misma calidad de agua. Alcanzar

un pH de 7,2 agregando acido clorhidrico (CIH) 1 N.

Formula para determinar la actividad enzimatica de amilasa y proteasas.

Actividad especifica= v X AE

exdxvxCprot At

Donde:

V= Volumen total del ensayo.

E= Cambio de absorvancia



= Coeficiente de extinccion [cm?/pmol]

v= Volumen de muestra usada

t= Tiempo

t= tiempo de reaccion entre sustrato y enzima
d= Paso de luz en la cuveta (1 cm)

Cprot= Concentracion de proteina (mg/ml)



ANEXO 2

Tabla de alimentacién para camarones a una densidad de 10/m? (Akiyama y Chwang,

1989).
Semana Peso del Supervivencia Tasa de Cantidad de
de cultivo [ camaron (g) (%) alimentacion (%) alimento diario

(Kg)
1 0.5 90.00 15 6.80
2 1.0 88.90 13 11.60
3 1.5 87.90 10 13.20
4 2.5 86.80 9.0 19.50
5 3.5 85.80 8.0 24.00
6 4.5 84.70 7.0 26.70
7 6.0 83.70 6.0 30.11
8 7.5 82.60 5.5 34.10
9 9.0 81.60 5.0 36.70
10 11.0 80.50 4.5 39.80
11 13.0 79.50 4.0 41.30
12 15.0 78.40 3.8 44.70
13 17.0 77.40 3.5 46.10
14 19.50 76.30 3.3 49.10
15 22.0 75.30 3.0 49.70
16 24.5 74.20 2.8 50.90
17 27 73.20 2.6 51.40
18 30 72.10 2.5 54.10
19 33 71.00 2.4 56.20
20 36 70.00 2.3 58.00




