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RESUMEN

Con d fin de: 1) comprobar que la manipulacion de la composicion nutriciona de la
Artemia adulta tiene su efecto en d rendimiento de los reproductores, 2) verificar si d
éxito de la Artemia enriquecida es gracias a la fraccion lipidica o a la fraccién de
vitaminas y carotenoides 0 comprobar la interaccion entre estas dos fracciones del
enriquecedor; se redizd un estudio en € cud se utilizaron 182 hembras y 153 machos
Penaeus vannamei . Estos fueron distribuidos en tres tanques ovalados de 19.6 m2, a una
densidad de 4 ind. m2'y con una proporcion macho:hembra 1.1:1. La temperatura a lo
largo de & bioensayo fue 28,1°C+0,8 , y d pH y oxigeno disuelto fueron 7,90+0,04 y
6,28+0,09 mg/l. respectivamente; se utilizd un fotoperiodo invertido de 14:10 h.
dia:noche, alimentandose cinco veces a dia con 17% de la biomasa (peso himedo) diario.
El experimento consistio de tres tratamientos. Dieta natural+Artemia enriquecida con
vitaminas y astaxantina (V), Dieta natura+Artemia enriquecida con PUFASs (P) y Dieta
natural+Artemia enriquecida con PUFASs, vitaminas y astaxantina (PV). Los
reproductores fueron aclimatados durante 15 dias con estas dietas, luego se ablaciond y
marco a las hembras, para € posterior monitoreo (54 dias) de la tasa de maduracién y

reproduccion, € tamafio y calidad del desove.

Latasa de desove se incrementd en los tratamientos que contenian la fraccion de PUFAs
en e enriquecedor (PV; P), por lo tanto d parecer los PUFAS incrementan la frecuencia
de desove. Por otro lado, se observo un efecto negativo de los atos niveles de vitaminas
sobre la frecuencia de maduracion que fue mas bagja en € tratamiento V. Los mejores
resultados en produccion se obtuvieron en € tratamiento PV, por lo que d efecto de la
interaccion de las fracciones PUFAS, vitaminas y astaxantina se reflgjé en un incremento
de més de un 100% en la produccion tota (huevos, nauplios y zoea 1) comparada con la
fraccion que contenia solo vitaminas y astaxantina; y en mas de un 40% con la fraccion
gue continia sélo PUFAs. Sin embargo, la interaccion de estas dos fracciones en d

enriquecedor no influyo significativamente en lacalidad del desove.
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INTRODUCCION

La creciente demanda mundia del consumo del camardn, la dréstica declinacidon de sus
reservas naturales y la sobrepesca del mismo, trgo consigo € surgimiento de la
acuacultura dd camardn o camaronicultura, sobre todo de especies tropicaes y
subtropicales. Las especies mas importantes de cultivo en Latinoamérica y en Ecuador
son Penaeus vannamel 'y Penaeus stilyrostris. El volumen de exportaciones de camarén
ecuatoriano registré un crecimiento del 420% entre 1985 - 1996 o que generd un ingreso
de divisas para € pais de cinco mil millones de ddlares aproximadamente en todo éste

periodo (Camara Nacional de Acuicultura, 1996).

El Ecuador es uno de los principaes productores de camar6n a nivel mundial, con una
produccion estimada en 100.000 T por afio que en 1.996 generd aproximadamente 650
millones de ddlares; la camaronicultura es generadora de divisas, menores que la
explotacion petrolera pero similar a la produccién bananera; la mayor parte del camarén
producido es destinado a mercado Europeo y los Estados Unidos (Camara Nacional de
Acuicultura, 1996).

La produccion de camardn depende de la explotacion de 133.000 ha de piscinas de
engorde (camaroneras) ubicadas alo largo de la costa ecuatoriana 'y que cuentan con una
infraestructura basica; las camaroneras requieren de postlarvas (“semilla’) la cua es
producida y suplida por cerca de 343 laboratorios en € pais ( Fedecam, 1992, en:
Cordovez, 1996). A su vez estos laboratorios requieren de nauplios para su produccion
de larvas, los cuales provienen de hembras gravidas (nauplios silvestres) o de
reproductores en cautiverio (nauplios de maduracién); € problema surge cuando escasean
los reproductores silvestres y no existen suficientes nauplios silvestres. Con d fin de

mantener una produccién constante de nauplios, 35 laboratorios aproximadamente



(com.pers. L. Vera) cuentan con departamentos de maduracion, produciendo nauplios

durante todo € ario.
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Fig. 1. Exportaciones de camardn ecuatoriano (Camara Nacional de Acuicultura, 1996).

Para alcanzar la maduracién de los camarones en los laboratorios y asi producir
nauplios, se somete a estos a un proceso de ablacién unilateral, es decir eliminacion de
pedinculo ocular de las hembras que produce la inhibicion de la produccién de la
hormonainhibidorade la génada (GIH) en la hembra, y permite que la maduracién de
las gbnadas sea de forma continua (sin diapausa gonadal). Los desoves de las hembras
producen un gran desgaste fisioldgico, y con € tiempo la cantidad y calidad de los
nauplios disminuye por lo cua hay que renovar los reproductores cada 90 dias. Aunque
la ablacién es una herramienta segura para acanzar la maduracién, es recomendable
evitarlay acanzar la maduracién por procesos similares a los naturales. Por otra parte,
la ablacion produce cambios negativos en € balance hormonal , y un incremento en €
metabolismo de los reproductores (Harrison 1990, en: Bray & Lawrence, 1992),
ademas puede resultar en altas mortalidades por efecto del estrés causado e infecciones.

Actudmente se continua buscando aternativas para la ablacién, tomando en cuenta



aspectos relativos ala nutricion y ala manipulacién hormonal.

En d proceso de maduracion hay numerosos factores ambientales que juegan un papel
importante, tales como temperatura, luminosidad, salinidad, pH, y aspectos nutricionales.
La dimentacion de los reproductores debe ser mantenida con niveles adecuadas de
lipidos, carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas entre otros (Browdy, 1989). En
la mayoria de los laboratorios, las unidades de maduracion dependen de aimento fresco
(calamar, mgjillén, lombriz, ostras, etc) para asegurar una cantidad y calidad consistente
de nauplios. Sin embargo, € uso de aimento fresco presenta varios problemas en cuanto

aladisponibilidad, € costo y lavariabilidad del valor nutritivo.

La Artemia es un dimento vivo ided por su facil mango, amacenge y cultivo; los
nauplios pueden ser facilmente desinfectados, resultando en un aimento vivo libre de
contaminantes; pero sobretodo la Artemia adulta tiene un ato valor nutritivo (Sorgeloos

et. al., 1987).

LaArtemia adulta juega un rol importante en la induccion a la maduracion de camarones
aportando mejoras en la produccion (Lavens et. al., 1986) y permitiendo sustituir d
poliqueto (Naessens et. al., 1997). Ha sido reportado por varios autores que la Artemia
tiene un efecto inductor en la maduracion ovérica en los camarones. Ademas la Artemia
adulta es utilizada como vector de nutrientes esenciales y otros componentes a través d
proceso de bio-encapsulacion o enriquecimiento, y posiblemente aporta hormonas

reproductivas.

Con auspicio de la Universidad de Gante, Bégica se planifica esta investigacion para
clarificar los requerimientos nutricionales del Penaeus vannamei en la fase de maduracion
y reproduccion ( proyecto VLIR ), afin de poder desarrollar a largo plazo (tres afios) una

dieta que pueda suplementar o subgtituir la dieta fresca y a través de una aimentacion



optimizada, eiminar la necesidad de ablacion, asegurando una produccién dta de
nauplios de buena calidad. En este estudio se busca reconocer € efecto nutriciona de la
Artemia enriquecida en la maduracion y la reproduccién de Penaeus vanname
comprobar que la manipulacién de la composicidn nutricional de la Artemia adulta tiene
su efecto en d rendimiento de los reproductores, y verificar s d éxito de la Artemia
enriquecidaes graciasalafraccion lipidica o a la fraccion de vitaminas y carotenoides, o

comprobar lainteraccion entre estas dos fracciones del enriquecedor.



1. ANTECEDENTES

1.1. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

1.1.1. Taxonomia

Filo Arthropoda
SubfiloMandibulata

Clase Crustécea
Subclase Malacostraca
Orden Decépoda
Superfamilia Penaeida
FamiliaPenagidae
GéneroPenaeus

Especie vannamel

Holthuis, 1980

1.1.2.Morfologia

L as partes anatémicas constituyentes generales de | os penaeidos son las siguientes:



a
Antenula  ojo Rm(’)n branquial

del caparazon 410 segmento abdominal
Escama ——‘_
s
antendl = D\ 610 segmento
o g
Antena: S ~ // e i gy A abdominal
Telson
240 maxilipedos
/ Uropodos
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b
Ojosy Cefalotorax Abdomen Telsony
antenas urépodos
Lébulos del ovario
c Anterior Medio Posterior
|
d _ !
Escama antenal Periopodos | Petasma Pledpodos
Flagelo antenal |

Antenulas=——

HEMBRA

MACHO

Fig. 2. Morfologia del Camardn: a) vistalateral; b) vista dorsal; ¢) vista dorsal de lahembracon
ovarios maduros; d) vistaventral que muestrala posicion de las estructuras copulatorias. (Lee &
Wickins, 1992)



1.1.3. Ciclo de vida

Juvenil (alrededor de 180 dias)

Nauplios (5-6 estadios en 2-3 dias) Zoeas (3 estadios en 3-4 dias)

Fig. 3. Ciclo de vidade los crustaceos: Cambios tipicos en laforma del cuerpo durante € desarrollo de
los principal esPenaeidos cultivados. La duracion y nimero de mudas varia con la especie y temperatura
(Lee & Wickins, 1992).

1.1.4. Edad y Tamafo de los reproductores

Lameor edad para un reproductor ain no esta definida en la mayoria de las especies de
penaeidos, pero como referencia se suele tomar € peso de los reproductores maduros en
el medio natural. En lanaturaleza, asi como en las piscinas el potencial de madurez sexua
es alcanzado entre el octavo a décimo mes (Bray & Lawrence, 1992). La especie Penaeus
vannamel , parece tener buenos rendimientos cuando tienen un peso superior a los 50g

en las hembras, y 40g en los machos (Ogle, 1992).



1.1.5. Sistema Reproductivo del macho

Testes Vasos deferentes

Aberturade los
vasos deferentes

Apendice masculino

Fig. 4. Sistema reproductivo del macho: a) Partes del sistema reproductivo del macho; T testes;
VDP vasos deferentes proximales; VDM vasos deferentes medios; VDD vasos deferentes distales;
AT ampollaterminal (Treece & Y ates, 1988).

Esta compuesto por un par de testes y una parga de vasos deferentes terminando en

ampollas que contiene los espermatéforos, o paquetes de esperma, y gondporos en la



base del quinto par de peridépodosy € petasma (estructura membranosa para transferir 10s
espermatdforos) ubicado entre @ primer par de pledpodos. Los vasos deferentes son un
par de bulbos que son unas estructuras musculosas llamadas ampollas terminaes, las
cuales contienen los espermatoforos. Los espermatoforos son estructuras complgjas que

contienen espermatozoides (Cadtille & Lawrence, 1991).

1.1.6. Sistema reproductivo de la Hembra

Ovario _ Ovario
porcion media porcién posterior

Fig 5. Sistemareproductivo delahembra: a@) Diagramade la superficie ventral del cefalotérax de la hembra.
AG. aberturagenital; TE. télico. b) Diagrama de la superficie ventral del cefalotérax de la hembra con los es
permatoforos adheridos (Treece & Y ates, 1988).

Consiste del ovario fusionado en partes smétricas bilateramente la cua se extiende alo
largo dela hembra. En € caparazon (cabeza) se extiende e |6bulo anterior en la porcién

del molino géstrico y laterdmente en € &ea del cefalotorax, mientras @ 16bulo posterior
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seextiendea lo largo del abdomen dorsalmente. Los oviductos terminan en € gondporo
en la base dd tercer par de periopodos. Durante la copula, la parga de espermatoforos
son depositados en una estructura externa de la hembra llamada télico. El télico est4

localizado entre @ quinto par de peridpodos de la hembra (Castille & Lawrence, 1991).

1.1.7. Desarrollo gonadal en la reproduccién

Ladeterminacion del estado reproductivo de los camarones penagidos es importante para
la eleccion y mangjo. Uno de los métodos més efectivos de evauacion del estado
reproductivo es la determinaciéon del grado de maduracion gonadal, por lo que se han
desarrollado técnicas de apreciacion visua dd desarrollo gonadal tanto para la hembra

como para el macho.

1.1.7.1. Desarrallo del ovario

El sstema cominmente usado divide € desarrollo ddl ovario en cinco etapas (Cadtille &

Lawrence, 1991):

* Estadio 1.- Inmaduro; se observalos ovarios trasltcidos, sin pigmentacion e invisible a

través del exoesqueleto.

* Estadio 2.- Inicio de lamadurez; los ovarios se los observa largos, opacos, amarillosos

através del exoesqueleto (I6bulos anteriores y medios).

e Estadio 3.- Los ovarios son visibles a través del exoesgueleto, € desarrollo de los
|6bulos anteriores y medios es completoy d didmetro dd 16bulo posterior es mas grande

gue € intestino; su coloracion es amarillo naranja.
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» Estadio 4.- Llegan a su punto de madurez, son claramente visibles a través de

exoesqueleto y presentan un color café-oliva.

» Hembra desovada- Después del desove los ovarios se observan flacidos, sin coloracién

y desgastados, como en estadio 1.

1.1.7.2. Desarrollo del testiculo

Menor énfasis se ha dado ala apreciacion visua de el desarrollo gonadal en € macho. La
evaluacion visua de maduracion en d macho se ha basado en @ tamafio de las ampollas
terminalesy se hadividido en tres estadios (Cadtille & Lawrence, 1991):

* Estadio 1.- Inmaduro; las ampollas terminales no son visibles através del exoesguel eto.

» Estadio 2.- Desarrollo parcia; las ampollas terminales son pequefias pero visibles a

través del exoesqueleto.

* Estadio 3.- Maduro; las ampollas terminales son largas y claramente visibles a través de

exoesguel eto.

1.1.8. Sistema _endécrino de los decapodos

El sistema enddcrino en los decapodos esta constituido de los siguientes el ementos:

e El sstema neurosecretor formado por: d complgo organo X-glandula sinusa
(pedunculo ocular), las células neurosecretoras del cerebro y sistema nervioso central, los

Organos post-comisurales y pericardios.
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* El 6rgano Y, responsable de la secrecion de ecdisteroides involucrados en € proceso de

muda.

» La glandula androgénica presente solo en machos.

e El ovario cuya funcién endocrina no estd bien dilucidada pero que podria estar

involucrado en la diferenciacion de los caracteres femeninos secundarios.

* El érgano mandibular que secreta € farnesoato de metilo que es equivaente a la

hormona juvenil en losinsectos (Adiyodi, 1985).

Algunas de las hormonas que controlan la reproduccion en los camarones se originan en
e 6rgano X y en la glandula sinusal, ambas locaizadas en @ pedinculo ocular del
camarén. Las hormonas precursoras son sintetizadas en @ érgano X, son empacadas en
e interior de las vesiculas secretoras, y transportadas a la glandula sinusal, donde es
amacenada y liberada como pequefios productos peptidicos a la hemolinfa. (Browdy,

1992).

1.1.9. Proceso de Ablacién

El sstema mas aplicado para la obtencion de nauplios en nuestro pais es € que utiliza a
camarones adultos silvestres, para luego ser llevados a laboratorio, facilitarles una
adecuada nutricién y condicion ambiental, para estimular la maduracion, la copulay €
desove. Este sistema es exigente en términos de calidad de agua, prevencion de
enfermedades, nutriciéon y estdndares medioambientales. Panouse (1943) fue € primero
en reportar que la remocién de d 6rgano X-glandula sinusal ubicada en d pedinculo
ocular (ablacion) resulta en un desarrollo gonadal precoz. La remocién de esos Organos

reduce la produccion de la hormona inhibidora gonada (GIH), la cua permite la
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liberacion de la hormona estimuladora gonadal (GSH) desde e cerebro hacia los ganglios
torécicos. Asi, se produce menos GIH, y més GSH serd liberada, estimulando la
maduracion de la hembra. Actudmente la ablacién es practicada en todo € mundo y en

casi todas las especies ddl género Penaeus.

Los efectos de la ablacion no estan implicados solamente sobre la hormona inhibidora de
la gonada (GIH) sino que regulan también otros procesos metabdlicos por 1o que se
producen efectos sobre otros procesos metabdlicos que no se desean afectar y que son :
transporte de glucosa, funciones respiratorias, metabolismo de carbohidratos,
metabolismo de calcio, muda, osmoregulacién, regulaciéon térmica, ritmo cardiaco y la
migracion de pigmentos de laretina (Browdy, 1992.). Los siguientes resultados han sido
observados en la ablacion de reproductores en cautiverio (Browdy, 1989; Bray &
Lawrence, 1992):

» Laduracion del ciclo de muda es mas corta en las hembras ablacionadas.

* Se producen mas desoves.

* El nmero de huevos producidos por desove es menor que en las hembras maduras en

su habitat natural y hay una tendencia haciala disminucion através del tiempo.

* Altas mortalidades de hembras ablacionadas (Primavera, 1982).

» La cdidad larva y d desarrollo larval y post-larval son a veces afectadas en forma

negativa.

Aungque la ablacion es una herramienta segura para adcanzar la maduracion, seria
recomendable evitarla y tratar de alcanzar la maduracion por procesos similares a los

naturales, por lo que se sigue buscando aternativas para la ablacidn, y se continua
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trabgjando en mejorar la nutricién y manipulacion horrmonal.

1.1.10. Cortejo, copula vy desove

En d Penaeus vannamel  se observan 4 fases en d cortgjo dd macho a la hembra en
estadio de madurez 3 0 4 gque toma un periodo aproximado detiempo de4 a 16 s previo a

la.copula (Y ano et. al., 19889):

* Persecucion.- Uno o mas machos siguen de cerca a la hembra imitando los cambios de

direccion de ésta.

» Aproximacion.- Un macho se acerca por la parte ventral de la hembra y reconoce d

télico con sus antenulas.

* Caza.- Lahembra empieza a nadar rapidamente hacia arribay adelante smulando suaves
curvas y lineas rectas;, € macho se adhiere a la hembra por € lado ventral y nadan en

paraelo.

* Cépula.- El macho giralateral y ventralmente, manteniendo esta posicion por 2-3 s, en
e momento de la cdpula los espermatéforos son transferidos. En caso de no haber
transferencia, d macho regresa inmediatamente a su posicion normal e inicia la

persecucién de otra hembra.
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Fig. 6. Cortgjo y copulaen Penaeus vannamei : A. persecusion; B. aproximacion; C. caza; D. copula
( Bray & Lawrence, 1992).

Para alcanzar la copula los camarones requieren de ciertas condiciones tales como
oscuridad y tranquilidad total, asi como un fondo plano que facilite @ cortejamiento. Unas
horas después que los espermatoforos son adheridos a télico de la hembra, se puede
observar € desove, que puede ser parcid o total. Los huevos d ser expulsados son
dispersados por € movimiento de la hembra y fertilizados d contacto con la esperma
contenida en los espermatéforos que tiene adheridos d télico (Yano et al.,1988b). Hay

gue destacar que lafertilizacion puede ser 0 a 100%.

Desde que los huevos son descargados desde |os gondporos en la base del tercer par de
periopodos los huevos desovados redlizan un sorprendente proceso de cambios
inmediatamente después de su expulsion y acompafiando € proceso de fertilizacion que
ocurre inmediatamente después de su liberaciéon (Clark, Jr. et al., 1980). Una cubierta
gdatinosa del huevo desaparece después de 30-40 min. de redlizado € desove y los
huevos alcanzan su forma esférica, y € cigote empieza su desarrollo que tarda alrededor
de 12h. gproximadamente (Treece & Yates, 1988). Los huevos presentan una ligera
actividad boyante y pueden mantenerse suspendidos en la columna de agua con poca

circulacion.
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1.1.11. Eclosion v desarrollo larval

L os primeros estadios naupliares, empiezan desde que d nauplio se libera del huevo que
es flexible y eéstico, esta fase conocida como eclosion dura aproximadamente 14 h. a
28°C, luego aparece lametamorfosis del nauplio y empieza la locomocién esporadica. La
locomocion llega a ser vigorosa después de 20 min. gproximadamente y los nauplios
muestran un desplazamiento positivo a fototaxismo o atraccion por la luz (Treece &

Y ates, 1988).

Para d P. vannamel se han descrito 5 estadios que tiene una duracion de 36 a 40 h.
aproximadamente a 28°C, y que no requieren aimentacion ya que no exhiben boca o
anus. Los mayores cambios que ocurren en |os estadios naupliares son: incremento de la
longitud, incremento en e nimero de cetas, una progresiva bifurcacién del abdomeny d
desarrollo de los apéndices ventrales ( Kitani, 1986 en Bray & Lawrence, 1992). Los
nauplios pasan a Zoea 1 cuyo estadio tomade 36 a48 h. entre 29-30°C, y presentan boca
y anus puesto que ya pueden consumir fitoplancton; nadan continuamente y sus fibras

fecaes son visiblesalo largo del animal (Treece & Y ates, 1988).

Una adecuada nutricién juega un papel importante en € proceso de la maduracion dd
camaron y en la mobilizacion de los nutrientes que intervienen en la oogénesis,
vitelogénesis y embriogénesis. Estos nutrientes a su vez serén la primera fuente de
alimentacion y energia de los nauplios; por 1o que es determinante suplementar una dieta
completa alos reproductores para satisfacer todas las demandas fisioldgicas y metabdlicas

del camarodn en estas etapas.
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1.2. CONDICIONES DE OPERACION

El control de la maduracién y @ desove de camarones fue iniciado por Hudinaga (1942)
con hembras silvestres de P. japonicus (en Bray & Lawrence, 1990), por lo que los
sistemas de operacién se originaron con € y con @ paso de los afios se han mejorado las
condiciones de operacion de los departamentos de maduracion de las mas de 24 especies
de interés comercia existentes en € mundo. Los siguientes son os principales sistemas

de operacién mayormente usados.

a- Captura de hembras completamente maduras de su medio natural y su posterior
desove en cautiverio; éste sistema es extremadamente confiable en términos de calidad
larval, dado que hembras saludables son colectadas en sus lugares naturales de desove
donde tienen la ventagja de disponer de una apropiada nutriciéon y calidad de agua oceanica,
han sido sujetas a los procesos de sdleccién natural, y no han sido expuestas a estrés
medioambientales los cuales ocurren en condiciones de cautiverio. Las desventgas que
presentan son ladisponibilidad regional de especies enddgenas, |os cambios estacionaes
y la disponibilidad diaria de hembras maduras. EI mecanismo de este sistema es

simplemente ubicar ala hembra silvestre madura en un tanque apropiado para su desove.

b.- Maduracion de los ovarios y desove dentro de un laboratorio, que relna las
condiciones medioambientales requeridas, se utilizan camarones adultos silvestres o
cultivados, luego de ser expuestos a condiciones medioambientales y una nutriciéon
apropiada se estimula € desove. La ablacion unilateral del pedinculo ocular es usada
invariablemente como un requerimiento para alcanzar adecuados niveles de desarrollo
ovarico. Este sistema requiere de condiciones estandarizadas de cadlidad de agua y
medioambientales, asi como prevencion de enfermedades y una adecuada nutricion.

M ltiples desoves son producidos por las hembras, las que son reemplazadas en periodos
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de 3 a6 meses de acuerdo a su rendimiento reproductivo.

c.- Mangjo de poblaciones de larvas cultivadas en camaronerasy la posterior transferencia
de las hembras a laboratorio para su desove; este sistema es poco usado y provee de
productividad natural, € estrésesbajoy puede ser usado sin la alteracion fisiolégica que
acompahala ablacion del pediinculo ocular. Este sistema redine las mejores condiciones de

maduracion requeridas para este proceso.

1.3. ASPECTOS NUTRICIONALES

Las dietas frescas comUnmente usadas en € régimen alimenticio de reproductores, como
caamar, mgillon, aAmeja, ostra, cangrejo, poliqueto, ofrecen buenos resultados, pero
presentan varias desventgas. son costosas, la disponibilidad es impredecible, pueden
deteriorar lacdidad del aguay puede variar la calidad nutricional de éstas con la especie,
edad, épocay localizacion. Por otro lado, € desarrollo satisfactorio de dietas secas para
reproductores y consecuentemente para una produccion elevada de nauplios de buena
calidad, ha sdo muy restringida por la carencia de claras definiciones de los
requerimientos nutricionales para la reproduccién, en cuanto a proteinas, carbohidratos,

lipidos, vitaminasy minerales.

1.3.1. Proteinas

Unadieta compuesta por proteina provee de aminoécidos esenciales y no-esenciaes para
e desarollo y mantenimiento de los musculos, tejidos conectivos, y proteinas
respiratorias para la hemolinfa. La sintesis de varias proteinas, incluyendo hormonas
peptidicas, enzimas, y VPs (proteinade la yema del huevo), es de vita importancia en la
maduracion y reproduccion. Dietas ricas en proteinas, también proveen de nitrogeno para

lasintesis de coenzimas y material genético (acidos nucleicos y nucledtidos) y pueden ser
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metabolizadas como fuente de energia (4.5 Kcal. g'1) (Harrison, 1990).

El pape importante que juegan las proteinas en la maduracion se ve reflgjada en los
cambios ocurridos en la composicion del hepatopancreas (la glandula géstrica) y en los
ovarios durante la vitelogénesis (Lui et al, en Harrison, 1990). Como la maduracion
gonadal y la embriogénesis son periodos de intensa biosintesis , es de esperarse que €
requerimiento paralaproteinaseadto durante la maduracién ; por 1o que debe establecer
niveles recomendados para reproductores. Las dietas comerciades para maduracion
contienen 40 a 50% de proteina como base de alimentacion, en comparacion d 40 a 45%
recomendado para post-larvasy juvenilesy de 28 a 32% para adultos (Bray & Lawrence,

1992).

1.3.2. Carbohidratos

Una dieta de carbohidratos no es esencial paralos crustaceos. Sin embargo, polisacaridos
como almiddn y dextrina son generamente incluidos en la formulacion de dietas como
fuente barata de energia (4.5 Kcal. g1), evitando asi que € animd utilice proteina para

energia.

L os carbohidratos son almacenados en los musculos y € hepatopancreas como glicdgeno,
y son movilizados para servir como combustible durante procesos metabdlicos. Su
especificidad en la produccion de &cidos nucleicos y como un componente en la
pigmentacion de los ovarios (carotenoglicoproteina) puede ser de vita importancia para la
maduracion en procesos tal como la oogénesis, vitelogénesis y embriogénesis (Harrison,
1990). L os carbohidratos cumplen un papel critico en la produccion de glucosamina que
es el precursor de laquitina, laque es constituyente principal del exoesqueleto (Harrison,

1990).
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1.3.3. Lipidos

Laimportanciade lipidos en la dieta de los reproductores es clara, porque € tejido ovérico
contiene 19-20 % lipidos en base secay_durante la maduracion € volumen de las gonadas
aumenta hasta alcanzar € 10% del peso de la hembra. La suministracién de lipidos en la
dieta tiene que ser continua, debida que & hepatopancreas tiene una funcién almacenadora
limitada, existe una limitada capacidad del camardn de sintetizar largas cadenas de
carbono y écidos grasos poli-insaturados que predominan en los ovarios, y la incapacidad
del camardn de sintetizar esteroles. Los lipidos neutrales, particularmente los triglicéridos,
son una de las mayores fuentes de energia (9.8 Kcal.g'1) y es la forma predominante de
almacenar energia en los adultos, huevos y nauplios; en tanto que los fosfolipidos (lipido
compuesto) conforman la estructura celular y mantiene la integridad de las biomembranas
(Middleditch et al, 1979 en: Harrison, 1990). Existen tres series de acidos grasos
poliinsaturados (Tabla 1), los linolénicos de la serie (n-3), los linoleicos de la serie (n-6)

y losoleicos de la serie (n-9).

Tabla 1. Acidos grasos de importancia (Tacon, 1987)

Nombre comin  Nomenclatura* Nombre quimico
acido oleico 18:1(n-9) acido 9-octadecaenoico
acido linoleico 18:2(n-6) acido 9,12-octadecabinoico
acido linolénico 18:3(n-3) acido 9,12,15-octadecatrinoico
acido araquidonico 20:4(n-6) acido 5,8,11,14-eicosatetranoico
EPA 20:5(n-3) acido 5,8,11,14,17-ei cosapentanoico
DHA 22:6(n-3) acido 4,7,10,13,16,19-docosahexanoico

* NUmero de &omos de carbono, nimero de dobles enlaces y posicion de e primer doble enlace después
del grupo metilo del &cido graso.
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1.3.3.1. Acidosgrasos

Estudios realizados en P. japonicus, P. monodon, y P. merguinensis han establecido que
los &cidos grasos esencides linoleico C18:2(n-6), linolénico C18:3(n-3),
eicosapentaenoico C20:5(n-3) y docosahexaenoico C22:6(n-3) son importantes para €
crecimiento debido a que no pueden ser sintetizados por € camarén o son sintetizados en
cantidades minimas ( Kanazaway Teshima, 1979). Middleditch et. al., (1980) mostraron

la necesidad de incrementar |os &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) en ladieta.

El tipoy nivel de &cidos grasos en la dieta afecta d metabolismo de lipidos (Xu, €t. al.,
1993), y d baance de esos en la dieta parece jugar un papel importante en la funcién
hormonal (Kinsella, 1988; en: Bray & Lawrence, 1992). El balance de los &cidos grasos
n-3y n-6 (Lytle et. al., 1990) y € posible rol ddl &cido araguidonico C20:4 (n-6) como
precursor de la prostaglandina (Middleditch et al., 1980) han sido estudiados como
factores limitantes. (Magarelli jr, 1981; en: Lytle et.al., 1990) compar6é € rendimiento
reproductivo en P. stylirostris ablacionados y encontré correlaciones con varios niveles
de é&cidos grasos en los ovarios. Middleditch et. al., (1980) compar6 los perfiles de
acidos grasos de ovarios en P. setiferus, P. stylirostrisy P. vannamei, y encontré que en
los ovarios del camarén, C20:4(n-6), C20:5(n-3) y C22:6(n-3) predominaron. Luego
indujo d desove a los reproductores de P. setiferus mientras los aimentaba con un
suplemento de poliquetos ricos en estos PUFAS; encontrandose, que estos fueron los

responsables de la estimulacion del ovario.

1.3.3.2. Fosfolipidos

Los ovarios de hembras maduras son tipicamente ricos en fosfolipidos (Kanazawa &
Teshima, 1979) particularmente en fosfatidyl colina. Kanazawa & Teshima (1979)
encontraron que la cantidad y cdidad de lipidos es un limitante en d rendimiento

reproductivo de los Penaeidos. Chapelle (1986), Kanazawa (1985), Galois (1984), y
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O'leary & Matthews (1990) hallaron que la media de huevos por desove se relacionaba

con €l contenido de fosfolipidos en la dieta (en: Bray & Lawrence, 1992) .

Los fosfolipidos contribuyen d megoramiento de la cdidad del pellet, e incrementan su
estabilidad en €l agua, ademas juegan un papd importante como agente emulsificante (por
ser unamolécula con un componente hidrofilico y otro lipofilico) en sistemas hiol bgicos;
Kanazawa (1993) hallé que pueden ser esenciales parala absorcion de lipidos polares, asi

como también de colesterol y triglicéridos en crustaceos (en: Schwarz, 1995).

King et. a .,(1992 ab) indico que los fosfolipidos (lipidos polares) han sido
ampliamente usados comerciddmente como emulsificadores y demostr6 su efecto
antioxidante cuando se combind con aceite de salmon en concentraciones de 2.5% y 5%
como lipidos polares totales 0 0.01% a 1% como fosfatilcolina (en: McEvoy, et. al.,
1996). Esta propiedad antioxidante es muy importante , ya que se ha observado la
autoxidacidn de emulsiones con aceites marinos durante € proceso de enriquecimiento de

Artemia (McEvoy, et. al., 1996).

1.3.3.3. Colesterol

El colesterol esun nutriente esencial para crustéceos (los cuales no pueden sintetizar este
componente), conocido como componente importante en todas las membranas celulares.
También es otro de los principales componentes de los ovarios. El colesterol representa
del 19 a 24% de los lipidos en los huevos de los crustaceos y de pigmentos complejos de
los ovarios maduros (Zagalsky et. al., 1967, en Harrison, 1990). El colesterol
almacenado en |os huevos puede también servir como precursor de hormonas esteroides y

como reserva para el embriony sus primeros estadios larvales.
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1.3.4. Carotenoides

L os carotenoides son acumulados de varias maneras en |os crustaceos, como pigmentos
libres, esterificados con &cidos grasos, asociados con proteinas y carbohidratos como
carotenoglicolipoproteina o ssimplemente ligados a proteinas. Varias funciones cumplen
los carotenoides y los complejos de carotenoproteinas, relacionados con € transporte de
lahemolinfa, en e huevo como antioxidante, protector de nutrientes de reserva (lipidos) y

tejidos embrionarios del peligro de oxidarse o de laradiacion solar.

Astaxantina

Un carotenoide de mayor importancia es la astaxantina, una larga cadena de hidrocarbono
poliinsaturado, que puede ser considerada como un lipido 6 una vitamina liposoluble.
Estudios fisiologicos sugieren que la astaxantina interviene en funciones celulares
esenciales, mejoran la tolerancia d estrés y aumenta la respuesta inmune (Miki, 1991).
Varios estudios realizados con peces y camarones alimentados con astaxantina en su
dimento suplementado, revelaron mejoras Significativas en € rendimiento de
crecimiento, supervivencia, eficiencia de la conversion aimenticia (Latscha et al. 1991;
Menasveta et al. 1991; Yamadaet al. 1990; Bordner et al. 1986; Chien 1989, en: Merchie
et al., 1996).

Ddl et .al ., (1995) hald en P. esculentus que la mayoria de los carotenoides en la
cuticula son astaxantina esterificada, mientras que en los ovarios maduros la astaxantina
es mayormente no-esterificada. Esta diferencia quizés se deba a los diferentes roles

especificos de los carotenoides en esos Grganos especificos.

El stio de converson de astaxantina ovariana ha sido descubierto. Asi, dietas

conteniendo [3-caroteno son convertidas en astaxantina en e hepatopancreas, desde € cua



24
son inmediatamente transportadas a ovario; esto podria explicar las bajas concentraciones
de astaxantina en d hepatopancreas, especidmente en la vitelogénesis tardia en las

hembras (Sagi et. al., 1995).

1.3.5. Vitaminas

Son nutrientes esenciales, necesarios para € normal crecimiento, mantenimiento y
reproduccién del animal. La mayoria de las vitaminas no son sintetizadas por € cuerpo de
los animales 0 s bien lo son, es a una tasa muy inferior, que no permite cubrir los
requerimientos del animal. En general todos los animales muestran distintos signos
morfologicos y fisioldgicos por deficiencia, cuando alguna vitamina esta ausente de la
dieta. Kanazawa (1995) determiné los requerimientos para € P. japonicus de vitaminas
gue son las siguientes. vitamina E, acido nicotinico, colina, piridoxina, biotina, &cido
folico, &ido ascorbico, cianocobaamina, vitamina D, inositol, riboflavina, tiamina, y
beta caroteno. Pruebas redlizadas con larvas pueden ser usadas como una guia para la
suplementacién de vitaminas en la dieta de reproductores. Las vitaminas que son

requeridas en cantidades mayores en dietas para reproductores son las vitaminaE y C.

Vitamina E

La vitamina E es un antioxidante, compuesta por tocoferoles; su funcion primaria es de
proteger los lipidos de las membranas bioldgicas contra la oxidacion. Su deficiencia
puede reducir d crecimiento, aumentar la mortalidad, pérdida de pigmentacion y tejidos
grasos. He et . al. , (1992) observaron gque los camarones alimentados sin € suplemento
de vitamina E mostraron una sobrevivencia bga y la mayoria de éstos exhibian un
hepatopancreas opaco. Se observé que existe un ato requerimiento de vitamina E en P.
indicus cuando la hembra tiene multiples desoves (Cahu y Fakhfakh, 1990). Serealizé un

estudio gque indica que la deficiencia de vitamina E produce una baga significativa en €
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porcentgje de esperma (Chamberlain, 1988; en: Bray & Lawrence, 1992.). He &
Lawrence (1993) observaron un incremento significativo de peso en P. vannamei

alimentados con una dieta que contenia 99 mg. kg1 de vitamina E.

Vitamina C

El &cido ascorbico (soluble en solventes organicos y agua) es un importante antioxidante
y es facilmente oxidado. Su principa funcién es la formacion de colageno, es un
componente esencia de capilaresy tejido conectivo, se encuentratambién en la sintesis de
hormonas esteroides. Su deficiencia se caracteriza por un pobre crecimiento, reduccién en
laconversion alimenticia, reduccién de la frecuencia de muda o muda incompleta, decrece
la resistencia d estrés, presenta melanizacion en € exoesqueleto. ( Shigueno & Itoh,
1988). Dhert et . al., (1995) observé en lenguados que la incorporacion de vitamina C
puede ser detectada en los huevos de los reproductores tratados, indicando que € ascorbil

pal mitato es una buena fuente de acido ascérbico (en: Schwarz, 1995)

1.3.6. Minerales

El estudio de los requerimientos nutricionales de minerales en animaes acuéticos,
incluyendo los crustaceos, es complicada por su habilidad de absorber componentes
minerales da agua. Existe una posible relacion entre los niveles de vitamina y la
absorcién de minerales y d metabolismo (Hilton, 1984, en Harrison, 1990). Los
desbadlances minerdes particularmente de los macroelementos, pueden dafectar la
reproduccion de los crustéceos de dos maneras. Primeramente, causando un estrés
fisolégico marcado por la reabsorcién de los oocitos y por otro lado reduciendo las
condiciones reproductivas de los reproductores. causando desbalance electralitico,
induciendo a un estrés osmoregulatorio y a una consecuente deshidratacion, pérdida del

apetito, alteracion del metabolismo y una dispargja funcion respiratoria y excretora. La
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segunda forma es un efecto directo de la mala nutricidn con minerales, alterando la caidad
de los huevos, y como resultado se observa un impacto en la embriogénesis y viabilidad

delalarva

1.3.7. Dietas practicas

La nutricion es de suma importancia para la reproducciéon de Penaeus, y € éxito de la
reproduccion se encuentra estrechamente relacionado con la ingestion de nutrientes que a
su vez acompafian € desarrollo gonadal. Una adecuada formulacion de la dieta seca es

requerida para suplementar un alimento de calidad constante a reproductores.

1.3.7.1. Dietas naturales

Dietas naturales cominmente utilizadas son calamar, amea, mgjillon, krill, cangrejo,
poliquetos, ostra, entre otros. Chamberlain & Lawrence (1981) encontraron que d
crecimiento y maduracion de P. vannamel y P. stylirostris fueron mayores con una
combinacion que consistia de calamar, camardn, poliquetos y dmejas sobre cualquier

dieta sola de cada uno de los anteriores.

Teshima (1982) hall6 que la frecuencia de cépulas asi como también la produccion de
nauplios es incrementada con la dimentacion dd poliqueto de Maine, debido a su dto
nivel protéicoy lipipico especialmente de &cidos grasos los que posiblemente contribuyen
alamaduracién ddl ovario (Garriquez, 1996); ademés € poliqueto puede ser reemplazado
por la biomasa de Artemia enriquecida y no enriquecida como suplemento para d

rendimiento reproductivo de los camarones (Naessens et. al., 1997).

Resultados de andlisis indican que las ostras, cadamar y ciertos gusanos marinos

(poliqueto de Panamd) tienen perfiles similares de &cidos grasos que € poliqueto de



27
Maine (Lytle et. al., 1990). Kanazawa (1990) report6 que las sustancias en la carne de la
almegjaindujero d desarrollo ovarico en P. japonicusy concistieron en fracciones lipidicas
y protéicas. Gomez & Arellano (1990) reportaron que la adiciéon de 11% de poliquetos en

dietas de calamar, ostras y pellets mgorael rendimiento reproductivo del P. vannamei. .

1.3.7.2. Artemia.

Recientemente, d interés ha sido enfocado en la suplementacion de dietas para
reproductores con Artemia adulta (Naessens et. al., 1997) debido a la sorprendente

acogida que ha mostrado |a suplementaci én de biomasa de Artemia en € sector privado.

Experiencias con Artemia adulta como componente de la dieta en la maduracion de
camarones ha sido documentado por Bray et. al., (1990) quienes demostraron que la
administracion de una dieta fresca-congelada de calamar, poliquetos, camarén y Artemia
adulta en una proporciéon 4:2:2:1 para P. stylirostris mostraron buenos rendimientos
reproductivos. Browdy et. al.,(1989) encontraron un aumento en € rendimiento
reproductivo cuando usd Artemia congelada como suplemento en la dieta para P.
semisulcatus.; constituyentes de la Artemia adulta enriquecida (lipidos, vitaminas,
carotenoides) estimulan la actividad reproductiva y la maduracién del ovario a méas de
contener propiedades que mejoran la cdidad dd desove (Wouters et. al., 1997).
Posiblemente también presente altos niveles de hormona reproductiva la Artemia adulta 6
la presencia de écidos grasos esenciaes, carotenoides u otros factores nutricionales
podrian ser causantes potenciales de un efecto inductor en la maduracién del ovario

(Browdy, 1989).

Es posible enriquecer la Artemia con compuestos liposolubles (Sorgeloos et. al., 1987),
como por gemplo nutrientes que pueden estimular el rendimiento reproductivo y/o calidad
de los nauplios en los camarones. Los productos enriquecedores pueden incluir acidos

grasos poliinsaturados (PUFA), vitaminas liposolubles, astaxantina, entre otros. Por ser



28
también una via de suministro para tratamientos terapéuticos, profilaxis y facilitar la

manipulacién de su composicidn nutricional es muy usado en estudios cientificos.

Ademés, con una técnica de bio-encapsul acién se podria reducir la variabilidad nutricional
deloslotes de Artemia y aumentar su calidad nutricional, por gemplo con DHA, € cud
€s un &cido graso que no esta presente en la Artemia. Técnicas de bioencapsulacion
pueden ser aplicadas en todos los estadios de Artemia (de instar | hasta adulto
reproductivo) para ser usados como vector de nutrientes esencialesy otros componentes a

camarones juveniles, peces juvenilesy larvas de langostas.

1.3.7.3. Digtas attificiales

Las dietas artificiales-comerciaes (pellets) para reproductores de camarén sin duda alguna
eslaformamas practicay sencillade utilizar, alargo plazo de seguro reemplazaran alas
dietas naturales. Las dietas artificiales que existen actualmente, se encontraron disponibles
a mediados de los ochenta; las formulaciones de los requerimientos de nutrientes para
reproductores solo eran aproximadas, porque hasta esa época habian pocas
investigaciones y cas nada publicado (Harrison, 1990). Las dietas eran formuladas con
varios nutrientes de presumible importancia para la maduracion, desafortunadamente,
resultados de pruebas de campo (Harrison, 1990) demostraron que no pueden reemplazar

en més del 50% aladieta natura (fresca-congelada).

Verdtragte, et. al., (1995) encontro resultados satisfactorios comparando |0s resultados de
rendimiento reproductivo entre € tanque control (cdamar y admega congelado) y d
tratamiento con la substitucion del 50% de la dieta con pellet formulado por INVE.
Encontr6 ademas que la dieta suplementada con pellet incrementd en un 25% las hembras
desovadas por tanque por diay la cantidad de huevos se increment6 en un 5% pero no asi

su eclosién que decrecio en un 21,5%.
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Los resultados de la substitucién parcia de la dieta natural son aentadores, es necesario
mejorar la formulacion de estas dietas con respecto a efecto que puedan tener en la
caidad del desove, ya que ésta sin duda alguna es d alimento més préactico, de fécil
amacengje, con una disponibilidad y cadidad constante, a mas de reducir

significativamente el uso de alimento natural.

Actuamente se encuentra en € mercado dietas para maduracion de reproductores como

Frippak, Rangen, Neo-novum, Nicovita, Zeigler, Murex, INVE entre otros.

1.4. ASPECTOS MEDIOAMBIENTALES

A continuacién se describiran unos parametros medio ambientales que influyen en d
comportamiento y que son cominmente observados en experimentos, y tienen efectos en

la reproduccion en cautiverio.

 Columna de agua en tanques de maduracion.- La altura de la columna de agua usada en
los tanques de maduracién variade 35 a50 cm , esta columna de agua parece la adecuada

para el apareamiento de todas las especies Penaeus ( GOmez & Arellano, 1990 ).

» Densdad de cautiverio.- La densdad de cautiverio para adultos en tanques de

maduracién esde4 a5ind. m2.

* Proporcién de machos para hembra.- El rango optimo para especies de télico abierto es

del:1alb5:1.

* Color de tanques.- Existen algunos reportes que indican que los tangques negros pueden

ser beneficiosos.
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* Intensidad de luz.- Se ha venido utilizando una amplia variedad de intensidades de luz.

De 10 a 300 lux se recomienda (Gomez & Arellano, 1990).

* Ruido y estrés medio-ambiental.- El proceso de maduracion y reproduccion necesita

Ilevarse a cabo en lugares aidados y algados de cualquier fuente de ruido.

* Fotoperiodo.- Varios regimenes de luz:oscuridad han sido utilizados en experimentos de
maduracion. Para megorar considerablemente los niveles de maduracion se utiliza un
fotoperiodo de 14:10 luz:oscuridad. El fotoperiodo invertido es aplicado, ya que con d

uso de luz artificia se disminuyen las labores nocturnas (Arellano et. al., 1984).

» Recambio de agua.- El recambio de agua depende de muchos factores como la tdla del
animal, densidad de animales, tipo de alimento, nimero de raciones de aimento/dia,
cargaorganicay otros factores relacionados con la carga bioldgica en d sistema de cultivo
(Misamore & Browdy, 1996). Aungue el rango utilizado en sistemas abiertos es de 150 a

300% diario (com. pers. J. Maridu€efia, J. Macias).

Laliteraturaindica que € pobre apareamiento puede ser debido d estrés medio ambiental,
por & uso de machos inmaduros o impotentes, tamafio inadecuado de tanques, maa

calidad de aguay parece ser también por metabolitos o sustancias en € agua de cultivo.

Esta claro que algunas especies son mas tolerantes a las fluctuaciones medio ambientales
y de cdidad de agua que otras. Especies como € P. vannamel son susceptibles a la

calidad del medio ambientey € apareamiento es facilmente interrumpido .
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2. MATERIALES Y METODOS

El experimento redizado fué desarrollado en las instalaciones del departamento de
maduracién del Centro Naciona de Acuacultura e Investigaciones Marinas (Fundacién

Cenaim-Espal). El experimento fue evaluado durante Marzo-Mayo de 1997.

2.1. DISENO EXPERIMENTAL

Tres tratamientos fueron evaluados (ver 2.2 dietas dimenticias), cada tratamiento fue
Ilevado acabo en un tanque de maduracion, sin réplicas. Las unidades experimentales la
constituyeron las hembras marcadas con un nimero de identificacion, cada desove o cada

dia segn el pardmetro evaluado (ver 2.6).

2.2. DIETASALIMENTICIAS

2.2.1. Dieta base

Ladieta base estaba compuesta de Ostra (Crassostrea sp), Almeja (Tagelus sp), Mgjillén

(Mytella sp), y Calamar (Loligo sp); que es la dieta cominmente usada a nivel comercial.

Laostray € mejillon fueron recolectados en Posorja, € calamar fue capturado en la zona
de Ayangue y la dmga provino de la zona de Villamil playas. Los proveedores
suministraban la pulpa en @ caso de los bivalvos y € cdamar entero fresco, luego se
eliminaba € agua acompaiiante y se empaquetaba € aimento en fundas de 5 Ib para

amacenarlo en un congelador a-10°C.

Previo ala suministracion de las materias frescas arriba sefidadas, fueron traceadas en
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pequefios pedazos que e camardn s podia digerir.

2.2.2. Dieta experimental: Artemia adulta enriguecida

Junto ala dieta base también se suministraba Artemia como un suplemento alimenticio y
por sus caracteristicas seria considerada como € vector que nos ayudaria a evauar d
efecto de la dieta en d rendimiento reproductivo de los camarones. La Artemia adulta
provino de SFBB, Californiala que es cosechadaen San Francisco Bay. El enriquecedor
fue tipo emulsion; € proceso de enriquecimiento consistio en suministrar ala Artemia 0.3
g.I"1 de emulsién durante cuatro horas, paraluego ser rdpidamente congelada en "fluidijed

bed freezer" en paguetes de 0.01 m de espesor.

Tabla 2. Dietas experimentales.

Tratamientos

PV P \
Dieta base X X X
Artemia enriquecida con:
Vitaminas-astaxantina X X
PUFAs X X

En e tratamiento PV, laArtemia es enriquecida con un producto "completo” que incluye
PUFAS, colesterol, vitaminas (niveles altos de vitaminas C y vitamina E, cantidades
minimas de vitaminas A y D3, y niveles atos de astaxanting). El producto enriquecedor
contiene lecitina (fosfolipidos) debido a que este componente es € que le da la
caracteristica de emulsién y su uso es inevitable para la bioencapsulacién de la Artemia
adulta. Laeficaciade estadieta hasido comprobada en un experimento anterior (Wouters

et al, 1997), mostrando buenos resultados (produccion de 14 millones de huevos, 7
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millones de nauplios en un tanque de maduracién en 77 dias).

El tratamiento P, es igual en su composicién nutriciona d tratamiento PV, pero se le

suprimié laracion de vitaminas y astaxantina en € producto enriquecedor.
El tratamiento V, es igua en su composicion nutricional d tratamiento PV, pero la parte
PUFAs y colesterol fueron reemplazadas por aceite de coco (rico en &cidos grasos

saturados de cadena corta).

2.2.3. Régimen alimenticio

Durante la fase de aclimatacion y mantenimiento se aimenté con una tasa de 14% (peso
himedo) diario de la biomasa de reproductores, asumiendo que las hembras tenian un

peso promedio de 559 y los machos 45g (ver tabla 3).

Tabla 3. Composicion porcentua deladieta

Artemia ArtemiaE Osra Almga Mgillon  Cdamar

Comprade reproductores 10 % - 12% 12% 16 % 50 %
Aclimatacion - 30% 12% 12% 16 % 30%
Durante & bioensayo - 30% 12% 12% 16% 30%

E: enriquecida (ver 2.2.2)

Durante € experimento se aiment6 con una tasa de 17 % de la biomasa (peso himedo)

diario.

Para evitar d consumo preferencial de los aimentos frescos en vez de la digta y



viceversa, cada uno fue suministrado en horarios diferentes (ver tabla 4).

Tabla4. Horario de alimentacion

Hora de alimentacion Alimento
04h00 Ostra
10h00 Artemiaenriquecida
15h00 Almejay Mgillén
21h00 Artemiaenriquecida
24h00 Cdamar

2.3. ANIMALES EXPERIMENTALES

34

Se utilizaron reproductores silvestres de Penaeus vannamei, capturados en la costa

ecuatoriana, alo largo dela zona de Manglardlto, localizada entre Ayangue y Olon.

2.3.1. Capturay Transporte

Parala captura de los reproductores se utilizo € arte de pesca conocido como trasmallo,

que proporciona las mejores capturas y animaes en buenas condiciones (Gomez y

Arellano, 1990). El trasmallo era ubicado a atardecer y recogido dos o tres horas después

en lanoche, parala posterior venta de los reproductores en la playa. Para @ transporte de

los mismos, eran colocados en tubos perforados de PV C de 0.20 m. de longitud.

Los reproductores eran transportados al CENAIM durante la noche en tanques cuadrados

de 500 | de capacidad, de fibra de vidrio color azul, 400 | de agua, a una temperatura de

23°C y aireacion con oxigeno puro. El tiempo de transporte desde su captura hasta su
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recepcion era aproximadamente de dos horas.

2.3.2. Recepciéon y Seleccidn

Los reproductores se recibian en la sdla de maduracion del Cenaim por la noche, y
ubicados en tanques ovalados-negros con una capacidad de 18T, a una temperatura de
23°C. Para una buena seleccion se redlizaba una observacion anatdmica del anima
(rostrum, apéndices, 0jos, antenas y anténulas completas). Se adquirieron solo los
reproductores que tuvieran sus partes completas, un peso entre 50g y 70g en € caso de
las hembras, y no menores a 459 para los machos, que no presentaran signos externos de
éstres (coloraciéon amarillentay necrosis) y que no se fondearan d momento de ubicarlos
en e tanque. Se receptaron un total de 182 hembras y 153 machos en un periodo de dos

semanas.

2.3.3._ Aclimatacién de reproductores

Debido a que las condiciones del |aboratorio no fueron smilares a las medioambientales
de donde provenian los camarones, un periodo de aclimatacion de 15 dias (28 febrero d
14 de marzo) fue necesario. Una vez recibidos los reproductores eran ubicados en

tanques de 18 T, separando hembras de machos.

El aimento era suministrado a partir del dia siguiente a su recepcion.

La aclimatacion de la temperatura en los tanques de cultivo se la realiz6 gradualmente,

incrementéndose hasta 28°C gracias a las buenas condiciones climéticas que mantuvieron

esas temperaturas en €l mar.

Al tercer dia de aclimatacion los animaes fueron expuestos a un tratamiento con
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Okxitetraciclinaa 25 ppm.

2.4._ CONDICIONES DE MADURACION, REPRODUCCION Y DESARROLLO

LARVAL

Por razones logisticas no pudimos contar con € cadero desde € primer dia dd
experimento y siendo utilizado a partir de la tercera semana del experimento con una
temperatura minima de 28.5°C. Para facilitar € proceso de maduracion, se mantuvieron
en @ sistema ciertas condiciones, tales como un recambio constante de agua del 200%,
ruido y estrés medio-ambiental minimo y una columna de agua en tanques de maduracion
0.55 m. Ladensidad de cultivo utilizada en el experimento fue de 4 individuos por metro

cuadrado con una proporcion de machos.hembraes 1.1:1 .

2.4.1. Suministro de aire

Cada tanque tenia dos difusores de aire siendo € suministro de 3 - 4 |/aire/min/difusor.
Tales difusores fueron dispuestos de ta manera que se evitaba perturbar en lo posible d

camaroén, sobretodo durante la cdpula de los camarones.

2.4.2. Tratamiento de agua

El agua previo a su almacenamiento en e tanque reservorio pasa a través de dos filtros de
arena, desde € reservorio principa fue bombeada constantemente y tratada por un sistema
de lamparas U.V, antes de ingresar a los tanques de proceso y a la sadla de desove era
caentada hasta 28.5°C en un caldero Vacotin-heater, japones, déctrico modeo KSAN-

80HL con quemadores a diesal; luego pasaba por segunda vez por lamparas U.V.
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Fig 7. Tratamiento del agua usada en el sistema experimental .
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2.4.3. Parametros fisicos - quimicos

Durante @ experimento, la temperatura, los niveles de oxigeno y d pH fueron

monitoreados diariamente.

Latemperatura durante e mantenimiento de los reproductores fue de 23°-24°C y durante
laaclimatacion y @ experimento se mantuvo entre 27° -29°C. Se utilizd un termometro
OTA KEIKI. Para las mediciones de oxigeno y € pH se utilizd6 un medidor portétil
Kagaku UC-12DO y Kagaku UC-23 respectivamente.

Lalntensidad de luz fue medido con un luxdmetro marcaY OKOHAMA de 300 a 400 lux
proporcionada por 15 fluorecentes de 40 watt y ubicadas a 1.5 metros de altura sobre la
superficie del agua dd tanque. El fotoperiodo invertido de 14h dia:10h noche horas

dia:noche, fue gradual.

2.4.4 _Infraestructura y proceso general

Para € experimento se contd con tanques de diferentes volimenes y especificaciones de

acuerdo ala necesidad requerida por cada proceso.

L os tanques de cultivo fueron conectados a un sistema de circulacién abierto (detalles mas
adelante) asegurando las condiciones con respecto a temperatura, aireacion y purificacion

de agua.
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2.4.4.1 Sistemade maduracion

Consistio de 3 tanques de fibra de vidrio, ovalados, color negro de 18T de capacidad
méxima instalada, con un érea de 18.52 m2 y una dtura de 1.0 m. El drengje de cada
tanque se redlizaba por medio de un tubo colocado en € centro del tanque a razén de 15
litros/min. La columna de agua fue de 0.55 m. lo cual proporcioné un volumen de trabgjo

de 10.18 T. En estos tanques se llevé a cabo la maduracion.

2.4.4.2. Sisgemade Desove

Se contd con una sala de desove con 15 tanques de policarbonato, cilindricos, color
negro, de fondo conico con sobrepiso perforado y tapa plastico negro, de 600 | de
capacidad con un volumen de 300 | para @ desove. La areacion y @ sobrepiso fueron
instalados mientras las hembras permanecian en d tangque de desove, después del desove

seretiraba el sobre piso y se suspendialaaireacion, parala posterior cosecha de huevos.

2.4.4.3. Sistemade eclosién

La salade eclosion consistio de 9 eclosionadores cilindricos de 0.30 m de profundidad y
un didmetro de 0.25 m con fondo de mdla Nytex® de 100 micras, los cuales van
ubicados dentro de modulos individuales. Cada eclosionador tiene una tapa con un
orificio en la parte superior por € que penetra la luz cerca de la sdida dd médulo que
permite cosechar por fotoxasismo los nauplios eclosionados, que son cosechados en un
tanque de PV C de 0.30 m de didmetro con madla Nytex® de 100 micras 'y con aeracion.
Dos tanques de 500 litros proveen ala sala de eclosién con agua temperada. Mientras que

uno de éstos esta conectado al sistema, se desinfecta el otro.
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2.4.5. Limpieza de tanques y renovacién del agua

Lalimpieza selarealiz6 diariamente con un sifon de 3 m. de largo y 0.05 m de didmetro
en forma de una aspiradora para remover la suciedad del fondo, desechos de alimento,

heces, mudas, y sedimentos.

2.4.6 Tratamientos curativos

Los camarones fueron expuestos a tratamientos con oxitetraciclina (3 de marzo) a una
concentracién 30 ppm, en 2 T de agua. Dicho volumen se mantuvo estético por dos horas
para combatir la necrosis que presentaban algunos camarones. También se usd formol a
una concentracion 75 ml/T., en 2 T. de agua, estético por 2 h. cuando por observacion
microscopica se determinaba la presencia excesiva de Vorticela Por esta razon se
realizaron 4 tratamientos (14 y 24 de marzo; 2 y 25 de abril), durante € experimento.

Posterior alaaplicacion de los tratamientos € parasito desaparecia.

2.4.7._Sistema_experimental

Para evaluar laeclosién , la condicién de huevos y nauplios, se sembraron 100 huevos en
tarrinas de 400 ml por duplicado y en botellas de 900 ml se evaluaba la metamorfosis de

N5 aZ1. Latemperatura se mantuvo a 30°C mediante sistema de bafio Maria
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2.4.8 Protocolo:

2.4.8.1. Ablacion

La ablacion unilateral del pedinculo ocular de la hembra se la redizé por € proceso de

corte y puncién (17 de marzo). En d pedinculo ocular restante se le ubicé € anillo

numerado paralaidentificacion de lahembra

2.4.8.2. Busqueda de la hembra copulada

Al apagarse las luces, después de una ados horas (07h15 - 08h00 - 08h30), comienza la
busqgueda de la hembra copulada en los tanques de maduracién, con la ayuda de una
linterna (marca Toshiba). Usando una vara de madera de un metro de longitud, con d
extremo de la vara se gerce una leve presién encima del cefaotérax de la hembra 'y d
girar € cuerpo delamismase observa si estd 0 no € espermatéforo adherido d télico de
la hembra De ser asi se captura la hembra con un chayo y se la lleva a los tanques de

desove.

2.4.8.3._ Desovey remaduracion

L as hembras copuladas fueron colocadas individualmente en los tangques de desove, para
poder llevar un megjor control. Después del desove eran devueltas d tanque de cultivo

original.
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2.4.8.4. Cosecha de huevos

L os desoves ocurrieron entre las 09h00 y 15h00. Las hembras desovadas fueron pesadas
en unabalanzadigital con exactitud 0.01 g, se establecia € tipo de desove obtenido (total,
parcial) y se las regresaba inmediatamente d tanque de maduracion. Después 1os huevos
eran cosechados y desinfectados con Argentyne por espacio de un minuto a una
concentracion de 100 ppm, con aeracion fuerte y recambio y llevados a los

eclosionadores.

A fin de determinar € nimero de huevos por desove, se tomaron 3 a 5 alicuotas de 1 m
cada una, de un recipiente de 10 | provisto de aeracion fuerte y agitacion manual. Se
contaba & nimero de huevos presentes en cada alicuota y mediante @ valor promedio se

realizaban |os cé cul os respectivos

2.4.8.5. Fecundidad, condicidn de huevos y porcentaje de eclosiéon

De cada desove 50 huevos, fueron medidos en € Proyector de Perfiles (marca

MITUTQOY O) con exactitud de 0.001um se fij6 con lugol.

Después de 24 horas de ocurrido € desove, se observa la cantidad de nauplios
eclosionados; la deformidad de nauplios, % huevos infértiles y % huevos no-viables
(nimero de nauplios que todavia se encuentran dentro de los huevos, que no han podido
eclosionar) mediante el uso de microscopios marca OLIMPUS modelos CD11 Y BO71.
La observacion fue por duplicado en muestras de 100 huevos contenidos en tarrinas de

250 ml de aguade mar.
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2.4.8.6. Cosechade nauplios

Lacosechade los nauplios se redlizo, utilizando los eclosionadores descritos en € punto
2443 (los nauplios muy débiles se quedaban en € eclosionador). Una vez
cosechadoslos nauplios son desinfectados con 100 ppm de Argentyne por un minuto
(aeracion fuerte) y selos cuenta con € mismo método con que se contd los huevos. Todo
este proceso de eclosion hasta cosecha dura alrededor de 14 horas (desde las 22h00 hasta
las 0 11h00 del siguiente dia).

2.4.8.7. Desarrollo larva

El porcentaje de metamorfosis es determinado por la cantidad de N5 que llegan aZ1. Se
toma una muestra de 100 naupliosy se siembran en unabotella de vidrio de 500 ml, para
el desarrollo aZoea 1. Los estadios naupliares duran cerca de 40 h. Si € desove ocurrio
e dial (en lamafiana), laeclosion ocurre €l dia2 (en la madrugada), y la metamorfosis a
Zoea 1 empieza d dia 3 (en la noche). Se adimenta con 100.000 células de Chaetoceros
sp./ml en latarde del dia3y se cosecha el dia4, para determinar € estadio larval y medir

lalongitud de de | as larvas mediante un muestreo de 30 individuos en estadio zoea 1.

Se rediz6 una desinfeccidn total de los tanques de desove, dd sistema de eclosion e
instrumenta utilizado, antes y después del cultivo con cloro a 30 ppm (Trecce & Y ates,
1988), se enjuagd con agua dulce y luego se llené nuevamente los mismos con agua

filtrada.



2.4.8.8. Evaluacion de lacdidad de espermatdforos en camarones

Al finalizar € experimento (11 de mayo) se procedi6 alaextraccion de los espermatéforos
de 10 machos por tratamiento, y se los pesd por separado.Luego selos coloco en un tubo
eppendorf, selesagregd 1,0 ml de solucion salinay se los macerd. Después se tomo 0,2
ml de éstamezcla, selacolocd en otro tubo y se le afiadié 0,8 ml de Trypan blue (tifie d
citoplasma del espermatozoide muerto) lo que permitio la diferenciacion entre cdlulas
vivas y muertas. También se determiné la cantidad de espermatozoides deformes y d

nimero total de espermas por camardn por medio de un hemocitometro.

2.4.8.9 Rutinadiaria

Hora Actividad

03h00 Colocar mallas 100 micras en la salida de cada tanque

04h00 Corte deflujo; Alimentacion (Ostra)

04h30 Conteo de hembrasen estadio 11 y IV

05h00 Preparacion de tangques de desove (agua temperada)

07h00 Apagado de luces; Corte de aeracion; Pesca, primeraronda

08h00 Captura, segundaronda; registro del nimero de copulas y desoves por
tanque;

08h00 Contar Zoea 1, fijar con acohol y medir lalongitud*

08h45 Captura, terceraronda

09h00 Abrir valvulasde aguay aire




09h15 Desinfeccion, cosecha y conteo de nauplios; Muestrear 100 nauplios
para llevarlos hasta Zoea |; fijar muestra con lugol para estimar %
deformes*;

09h45 Registro del nimero de nauplios por hembra desovada

10h00 Alimentacion (Artemia); contar nauplios en las tarrinas del dia anterior;
Contar huevosinfertilesy no-viables

10h30 Bajar sobretubos (anexo 1) en tanques de proceso; retorno de hembras
aproceso, primeraronda;

10h45 Registro del nUmero de huevos por hembra desovada, primeraronda
» Muestrear huevos, primera ronda (1 hora despues del desove); fijar

11h00 100 huevos con lugol y medir diametro*;
» Ubicar por duplicado 100 huevos en tarrinas (Como respaldo ded

resultado obtenido)

12h00 Almuerzo operarios

12h45 Almuerzo técnicos y estudiantes

13h00 Alzar sobretubos; Retorno de hembras a proceso, segunda ronda;

13h30 Desinfeccidn, cosecha y conteo de huevos y cambio a eclosionadores,
primeraronda

13h45 Determinar € porcentge de fertilidad (% huevos "malos') con los
huevos fijados en la mafiana (2 veces unos 50 huevos);

14h30 Medir didmetro de huevos, medir longitud Zoea 1; cdculo de
porcentaje de deformidad de los nauplios.

15h00 Alimentacion (Mgillon + Almeja);

15h30 Desinfeccidn, cosecha y conteo de huevos 'y cambio a eclosionadores,

segundaronda
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16h00 Verificar malas en la salida de cada tanque: conteo huevos + muestra
para observacion en microscopio

16h45 Revision generad del &rea

17h00 Encendido de luces (pasillo)

20h00 Encendido de luces (centrales)

20h00 Muestrear fondos de tanque + observacion con microscopio

20h30 Sifoneo + (pasando un dia se hace un recambio fuerte)

21h00 Alimentacion (Artemia)

21h00 Pasar datos a programa Excel: didmetro, longitud, control general;

22h00 Encendido de luces (laterales internos)

24h00 Encendido de luces (lateraes externos); Alimentacion (Calamar)

continuo Pesar y medir |os animales muertos, anotar identificacion;

* Muestras fijadas con lugol 6 acohol: observacionesy mediciones pueden esperar hastalatarde/noche.
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2.4.8.10. Esguemadd experimento.

X di Adquisicion de
A as reproductores del Mar
(
15dias — — | Aclimatacion con dieta experimental
\
ldia — — — — — Ablacion
\
Sddias . _ _ _ Reproduccion
B
Variable — — — — — — Maduracion
\
2horas — — — — — — Copula natural
Hembras desovadas
\ regresan a su tanque
6horas - —— — — — Desove 4
\
l4horas — — — — — Eclosion
Y
40 horas — — —

Fig. 8 (A). Fases del experimento, (B). Procesos presentados dentro del experimento con sus tiempos

de duracién aproximados.

LarviculturaNauplio 1-Zoeal
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2.5 ANALISIS DE LA ARTEMIA ENRIQUECIDA

Se rediz6 un andisis del contenido cadrico de las dietas con una bomba calorimétrica,
ademés se observaron muestras de las tres dietas d estereoscopio para verificar d

contenido del enriquecedor emulsificado en el tracto digestivo.

26 PARAMETROS DE EVALUACION Y ANALISIS ESTADISTICO

CORRESPONDIENTE

L os posibles efectos causados por lavariacion individual de los animales experimentales,
fue reducido con la distribucion de los camarones por peso por tangue por tratamiento, de
tal manera que los tres tratamientos tengan camarones con un peso promedio inicia
similar. Otros factores a més de la dieta como los medioambientales y del sistema que
podrian afectar la reproduccién de los camarones que son muchos y son revisados por
Bray & Lawrence (1992), son factores que en éste experimento son considerados como
una constante para todos los tanques (calidad de agua, temperatura, fotoperiodo,
intensidad de luz, tamafio y forma del tanque), ademas |os tanques fueron aislados en lo
posible de ruidos causados por los procesos operativos, por consiguiente es poco

probable que hayan contribuido en las diferencias observadas.

Durante € experimento se registraron varios parametros con diferentes formas de

replicacion que sirvieron paralaevauacion del mismo y fueron los siguientes:

Para la supervivencia 'y la produccion totd de huevos, naupliosy zoea 1 solo contamos
con un tanque de maduracion por tratamiento, por lo que no fueron andizadas

estadisticamente.
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L os reproductores hembras se consideraron como réplicas a evaluar tiempo de vida Util,

produccion individual de huevos, naupliosy zoea 1, y peso tanto en hembras'y machos.

Los dias se consideraron como réplicas para evaluar la tasa de maduracion y tasa de

desove.

Los desoves se consideraron como réplicas para evaluar |os porcentajes de fertilidad, de
viabilidad y de eclosion, didmetro de huevos, deformidad, porcentgje de metamorfosis a

zoeal, longitud de zoeal y produccion de huevos, naupliosy zoeal.

L os datos replicados como reproductores o dias fueron analizados por ANOVA (una via).
El andlisis de regresion lineal fue necesario para comprobar o excluir la influencia de
peso delahembray € orden del desove como covariantes en € andlisis estadistico. Los
datos replicados con desoves fueron analizados con ANCOVA para tomar en cuenta la

influenciade las covariantes orden del desove o peso de lahembra.

Al fina del experimento se muestrearon 10 reproductores machos de cada tratamiento
para evauar peso de espermatéforos, cantidad de esperma, porcentgie de céulas

deformes y muertas que fueron evaluados mediante un analisis con ANOVA.

La determinacion de diferencias significativas entre tratamientos fueron detectadas por
medio de la prueba de rango multiple de DUNCAN. El programa de andlisis estadistico
utilizado fue STATISTICA (Microsoft corp.).

Seredlizé unaprueba de X2 (Mead et al, 1993), para observar € efecto de la dietaen la

probabilidad de produccion o no de una hembra



50

3. RESULTADOS

3.1. DIETAS EXPERIMENTALES

En la observaciéon estereoscpica de las muestras de Artemia enriquecida de cada
tratamiento, se encontré6 @ cuerpo de la Artemia intacto, con su tracto digestivo
completamente lleno del emulsificante para cada tratamiento, por lo tanto 4
enriquecimiento fue tota, & transporte y almacenaje aparentemente no afectaron la calidad

delaArtemia.

Se determinG d contenido caldrico para cada tratamiento obteniéndose los siguientes
resultados: 4.875, 4.867, 4.732 cal/g paralos tratamientos PV, Py V, respectivamente;
estableciéndose que las dietas eran isocaldricas. Por lo tanto, las diferencias observadas
entre tratamientos son debidas a diferencias en la composicién nutricional, més no en d

contenido calérico de las mismas.

3.2. PARAMETROS FiSICOS-QUIMICOS

El pH y oxigeno no presentaron diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos en
el periodo comprendido del 21 de marzo al 12 de mayo, sus promedios fueron 7,90+0,04
y 6,28+0,09 mg/l respectivamente. La temperatura promedio durante € experimento (20
defebrero a 12 de mayo) fue de 28,1°C+0,8 paratodos los tratamientos, debido a que d
agua provenia de lamisma fuente (ver 2.4.2). Latemperatura promedio de 27,6°C+0,7 se
mantuvo hasta e dia8 de marzo; apartir del 9 de marzo (C) setrabajo con € cadero hasta

finalizar & experimento por lo que latemperatura promedio fue de 28,8°C+0,5.
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Fig 9. Temperatura, Oxigeno y pH durante el bioensayo; las lineas segmentadas indican lafecha en que s
realizd: ablacion de hembras (A), mezcla de hembrasy machos (B) y puesta en marcha dd cadero (C).Las
lineas horizontales llenas indican € promedio en cada parametro.
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3.3. SUPERVIVENCIA Y PESO DE REPRODUCTORES

La supervivencia fina para los machos se registré 83, 84 y 64% en tanto que para las

hembras se observo 64, 53 y 57% paralos tratamientos PV, P, V, respectivamente.

° @ -
&) o .
& 5
2 2 — -
> > el WL T
g g Hembr as N
@ @

0 ’( } } } } } } } } }

0 10 20 30 40 50 20 30 40 50
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Fig. 10 Evolucién de la supervivencia de machos y hembras post-ablacion.

La figura 10 muestra la evolucion de la supervivencia. En machos, la mortalidad en d

tratamiento V fué mas adta durante la cuartay quinta semana.

Para poder evauar estadisticamente la supervivencia se calcula un dato individua
(hembras marcadas por tratamiento) denominado "Tiempo de vida Util" de acuerdo a la

siguiente férmula:

Tiempo de vida (til = Dias de supervivencia post-ablacion « 100

Dias del experimento (54 d)

Tanto en & peso inicidl como en € peso final, no se observaron diferencias entre

tratamientos (tabla 5).
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Tabla5. Tiempo de vida Util de hembras y peso de reproductores (promediotdesviacion

esténdar)
Tratamientos
PV P vV

- o a a =
Eé?n%?gs d&/)uda til de 82,7?3)3,96 79,23(3)5,71 82,36(;2;),27

o a a a
E?},o t;rr;g(g)de 64,0(3‘%9)),52 64,5??::8 ; 18 65. 1(04;_56)3,05
E;oeﬁbii ar;al( ;)e 65,8(22182;,82a 64,9(424;76)3,64a 66,8?57()5,49a
sl b R A A
pectiy A

Valores dentro de unafilacon letras diferentes son significativamente diferentes (p >0.05).
El nlmero de observaciones que sirvieron parael caculo se muestra entre paréntesis.

3.4. TENDENCIAS DE LAS COVARIANTES

La regresion lineal fue usada para examinar las relaciones entre las variables
independientes (peso de lahembra y orden del desove) versus las variables dependientes
(fecundidad, tasa de eclosion, y supervivencia larval). Se observo una tendencia positiva
entre el peso de lahembray la fecundidad (cantidad de huevos), mostrando su influencia
sobre los pardmetros de produccion (fig 12), determinandose a €l peso de la hembra como
covariante en un andisis de covariantes en los parametros de produccion por desove de

huevos, naupliosy zoea 1 a pesar que su tendencia no fué muy fuerte (ver 3.5.3).

Lasupervivencialarval (N5-Z1) y latasa de eclosion (fig 11) mostraron una correlacion
negativa con €l orden del desove, por lo que fue considerado como una covariante en un

andlisis de covariantes en los parametros de calidad del desove (ver 3.5.4).
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3.5. RENDIMIENTO REPRODUCTIVO DE HEMBRAS

3.5.1. Maduracién ovéarica

El tratamiento P fue significativamente superior (p < 0.02) a tratamiento PV con respecto
alafrecuencia de maduracion (promedio del porcentgje de hembras en estadios i1 y IV de

madurez/tratamiento/dia).

Tabla 6. Frecuencia de maduracion y desove (promediostdesviacion estandar)

Tratamientos

PV =) V
Maduracion/dia 0,141+0,0662 0,173+0,0790 0,140+0,080ab
(54) (54) (54)
Desove/dia 0,064+0,0522 0,048+0,0522  0,025+0,035b*
(54) (54) (54)

Valores dentro de unafila con letras diferentes son significativamente diferentes (p  0.05)*.
El nimero de observaciones se muestra entre paréntesis.

3.5.2. Cépula v desove

Lafrecuenciade desove ddl tratamiento V, fue significativamente menor (p < 0.05) alos

tratamientos Py PV (tabla6).

El total de desoves fértiles por tratamiento fué de 91 en d tratamiento PV, 61 en d
tratamiento P y 24 en € tratamiento V; en tanto que la frecuencia diaria promedio de
desove por tratamiento fue de 6% en € tratamiento PV, 4% en € tratamiento Py 2% en d

tratamiento V.
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La eficiencia de maduracién fué calculada de la siguiente manera:

Eficiencia de maduracion =.hembras desovadas « 100
hembras maduras

Laeficienciade maduracion para el tratamiento V fué de 13%, 23% en € tratamiento P, y

39% en € tratamiento PV.

Usando la prueba de X2 y teniendo como réplicas a las hembras que produjeron o
desovaron, se encontrd que la probabilidad de que una hembra produzca es afectada por
la dieta, de td manera que en € tratamiento PV las hembras tenian mas probabilidad de
producir que las hembras del tratamiento V, es decir que d aplicar la dieta PV se
incremento la incidencia de produccién por hembra en comparacion con ladigtaV (p <

0.01).

Las hembras que desovaron mas de una vez por tratamiento fueron 9 (22,5%) en d

tratamiento V, 20 (52,6%) en el tratamiento Py 29 (74,3%) en €l tratamiento PV.

3.5.3. Produccién

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos (tabla 7) en cuanto a la
cantidad de huevos 'y nauplios producidos por desove. La cantidad de Zoeal por desove,
(calculado asi: nauplios por desove x la supervivencia N5-Zoeal; ver 3.2.4) fue superior

(p < 0,05) en e tratamiento PV queen € tratamiento V.
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Tabla 7. Cantidad de huevos, nauplios 'y zoeal por desove (valores mediostdesviacion

estandar)
Tratamientos
PV P v
Huevos/desove  288.144+98.4482 296.557+100.0912  278.541+68.9942
(91) (61) (24)
Nauplios/desove 148.423+108.5942 131.944+108.5942  92.951+77.6794
(91) (61) (24)
Zoeal/desove 87.241+84.4292  69.178+75.5158D0  40.636+42.236P
(91) (61) (24)

Valores dentro de unafila con letras diferentes son significativamente diferentes (p  0.05).
El nimero de observaciones se muestra entre paréntesis.

La produccion total promedio por hembra se presenta en la tabla 8 y las produccion tota

por tratamiento en lafigura 13.

Tabla 8. Produccién totd por hembra durante los 54 dias post-ablacion

(promediostdesviacion estandar)

Tratamientos

PV P V
Cantidad de 865.766+577.3402 717.600+467.3892 371.388+142.9170
huevos’hembra (30) (25) (18)
Cantidad de 446.603+361.0132 320.984+295.8892  123.935+92.4800
nauplioshembra (30) (25 (18)
Cantidad de 262.698+255.0502 168.065+178.2792 54.182+43.551P
Zoea 1/hembra (30) (2b5) (18)

Valores dentro de unafila con letras diferentes son significativamente diferentes (p  0.05).
El nimero de observaciones se muestra entre paréntesis.
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Laproduccién en d Tratamiento V fue significativamente menor (p <0.05) que los demés

tratamientos, tanto en la cantidad de huevos como en la cantidad de nauplios.

El1Huevos [ Nauplios M Zoeas

30 +

) 25 +
5
= 20 +
£
BT
i)
104
O

5 4 |

0 | } 1

PV P Y,
Tratamientos

Fig 13. Produccién total de huevos,naupliosy zoeas por tratamiento.

3.5.4. Calidad de huevos v larvas

En la tabla 9 se muestran los pardmetros de calidad del desove, no encontrdndose
diferencias (p>0,05) entre tratamientos en cuanto a didmetro de huevos, tasa de eclosion,
deformidad de nauplios, porcentgje de Zoea 1* y longitud de zoeal. En lo que a
porcentaje de fertilizacion de los huevos se refiere se encontrd diferencias significativas (p

=0.03) entre los tratamientos V y PV, siendo mayor en e tratamiento PV.
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Tabla 9. Parametros de calidad del desove (val ores mediostdesviaci én estandar)

Tratamientos

Didmetro de huevos 267. 22\1/7.773- 264. 37Z 15.452 266. 1;/15. 732
(Um) (91) ] (61)ab (24) b
ST O
Eclosion (%) 50.942% ]‘?_,)3.658- 4444% ]2-)9.393 32.2](.;42{)4. 61a

. +20aA +15aA +1R/A
s 56 G ) oo
T .

. a a a
|(_ rgpr% tud de Zoeal 0. 8957(3% 1163 0.8626('6*'](-)). 1935 0. 7999(;2). 2649

Vaores dentro de unafila con letras diferentes son significativamente diferentes (p  0.05).
* Porcentaje de nauplios (N5), que llegan a estadio Zoeal.
El nimero de observaciones se muestra entre paréntesis.

3.6. RENDIMIENTO REPRODUCTIVO DE MACHQOS

La tabla 10 muestra los porcentgjes de esperma muertas y esperma deformes que no
revelan diferencias significativas. A pesar de tener € espermatoforo de igua peso, la
cantidad de espermatozoides en |os espermatéforos fué mayor (p < 0.05) en los machos

del tratamiento P que en los machos del tratamiento V.

Tabla 10. Calidad de espermatéforos (val ores mediostdesviacion estandar)

Tratamientos

PV P Vv

Peso  de los  0.0956+0.01722 0.0879+0.04222 0.0836+0.01752
espermatoforos () (10) (10) (10)
Cantidad de 11-0%61)-243*3 28.72+2.402 12.37+4.500
esperma (106) (10) (10)
Cdulas deformes  14-25+11.422 9.39+5.132 7.45+6.612
(%) (10) (10) (10)
Cdulas  muertas 7.87+7.282 18.96+18.092 3.83+3.962
(%) (10) (10) (10)

Valores dentro de una fila con letras diferentes son significativamente diferentes (p <0.05).
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El nimero de observaciones se muestra entre paréntesis.

DISCUSION TECNICA

La nutricion de reproductores ha demostrado en varios estudios (Aquacop, 1979;
Kanazawa, 1995) ser determinante en la reproduccién de camarones, lo que fue
confirmado con |os diferentes tratamientos en este estudio. Hasta la fecha, los estudios
realizados con reproductores han usado diferentes dietas y enfocado diferentes aspectos
del rendimiento reproductivo; observando que diferentes dietas aparentemente afectan
diferentes aspectos de la reproduccion, por lo que ha sido dificultoso hacer
comparaciones entre estudios (Marsden et a , 1997). Por lo tanto se expondran y
discutiran, las investigaciones que hayan tomado criterios similares a los medidos en la

presente investigacion.

Alfaro & Lozano (1993), determinaron que la produccion de espermatozoides es
mejorada con la ablacion del pedinculo ocular en d macho y usando una dieta de
maduracién fresca congelada; en nuestro experimento no hubo necesidad de ablacionar a
los machos, puesto que se obtuvieron conteos normaes en la produccion de
espermatozoides en € tratamiento P suplementado con PUFAs, mientras que los
tratamientos restantes (PV y V) aparentemente fueron afectados de una manera negativa
por las vitaminas y/o la astaxantina que posiblemente fueron tan atas que pudieron ser
toxicas. Naessens e al., (1997), demostraron claramente que la maduracion vy
fertilizacién es megorada con la adicion de poliquetos o biomasa de Artemia en la dieta, 1o
cual es confirmado en d presente estudio en donde la cdidad de los espermatoforos
parecié estar influenciada por la biomasa de Artemia enriquecida en las dietas
experimental es suplementadas con PUFAs mostrando un efecto positivo en la fertilizacidn
de los huevos (71%). Esto nos indica que la dieta influye tanto en la cantidad como en la

calidad de los espermatéforos de |os machos.
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La capacidad de produccion de un laboratorio de maduracidn depende del rendimiento de
ambos sexos: potencia del macho para transferir los espermatéforos, asi como la tasa de
maduracién de las hembras, grado de fertilizacidn, cantidad y caliidad del desove. La
proprocion macho:hembra en todos los tratamientos fue de 1.1:1 y se enmarco dentro del
rango Optimo recomendado 1-1.5:1 (Bray & Lawrence, 1992) durante todo € experimento

en todos | os tratami entos.

Labuena calidad de la nutricién ha sido determinada repetidamente como un factor clave
para una exitosa maduracion de Penaeidos en cautiverio (revisiones de Harrison, 1990;
Bray & Lawrence, 1992; y Browdy, 1992). Se han recomendado regimenes alimenticios
gue consisten de una combinacién de dietas secas (pellets) con dimento fresco o fresco-
congelado. Una dieta compuesta de calamar, ostra, camardn, poliqueto y amea rinde
buenos resultados (crecimiento, tasa de muda, tasa de maduracién) en P. vannamei y P.
stylirostris, (Chamberlain & Lawrence, 1981). En un laboratorio en Ecuador se obtienen
excelentes resultados alimentando con poliqueto, calamar y biomasa de Artemia (com.
pers. J. Macias). En nuestro experimento se suministré una dieta similar a régimen
dimenticio utilizado por los investigadores anteriormente nombrados, por 1o que
confirmamos que los resultados de produccion obtenidos en @ presente estudio se
enmarcan dentro de los limites aceptables tanto en € area de investigacion como en € area

de produccion.

Previo a la presente investigacion en € CENAIM, se redlizaron dos experimentos
(Naessens e al, 1997 y Wouters et al, 1997) que se desarrollaron bgo las mismas
condiciones experimentalesy midieron pardmetros de rendimiento reproductivo similares
a los dd presente experimento; por lo tanto es de interés discutir objetivamente las

diferencias o similitudes encontradas entre |os experimentos (anexo 2).
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Naessens e a (1997), observd que siempre que una dieta de maduracion esté
conformada de alimentos naturales, con biomasa de Artemia adulta congelada se podra
incrementar €l rendimiento reproductivo. Wouterset al (1997) hallaron un incremento en
lafrecuenciade maduracion y una dta reproduccion en camarones alimentados con dieta
natura fresca-congelada (calamar, ostra, mgjillon y ameja) suplementado con Artemia o
Artemia enriquecida. En € presente experimento se observl una superioridad de éstos
mismos parametros ademés de una mayor produccion total en d tratamiento con digta
natura fresca-congelada (calamar, ameja, mgillon y ostra) suplementado con Artemia

enriquecida (PV) .

Lacomposicion de ladietaafecta la tasa de eclosion (Bray & Lawrence, 1990). Wouters
et al (1997) egtablecieron que un suplemento de biomasa de Artemia enriquecida 0 no
enriguecidaincrementa latasa de eclosion. En este experimento no se halé diferencias en
latasa de eclosion entre tratamientos, los mismos que fueron ligeramente inferiores a las
tasas de eclosion mencionada por Wouters & al, (1997). Por otro lado la tasa de
maduracion y desove fueron més altas en este experimento que en € de Wouters et al,
(1997); las diferencias observadas posiblemente fueron causadas por € hecho de que en
el presente experimento se mezclaron machos y hembras, 1o cua no fue redlizado en d
estudio de Wouters et al (1997). Ademés existen diferencias entre reproductores que
pueden afectar ciertos aspectos de la reproduccién por provenir de diferenteslugares y ser
capturados en diferentes épocas del afio, lo cua ha sido observado por Marsden & al.,
(1997), que halaron un impacto en varios aspectos de la reproducion de camarones P.
monodon, entre |0 que destaca la variacién que existe entre individuos y entre grupos

(camarones capturados en diferentes épocas ddl afo).

Muchos estudios se han enfocado en la fraccién lipidica como una fuente de energia y
proveedora de nutrientes necesarios para la continua maduracion (acumulacion de lipidos

en d ovario previo a la maduracion) y sintesis de tgjidos reproductivos (Kanazawa
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& Teshima, 1979; Middletich et al, 1980); Lytle et al, (1990) demostraron que un baance
entre EPA y DHA, puede ser un importante factor a considerar en d dieta de
reproductores, por otro lado se ha observado que los HUFASs pueden jugar un pape
especifico en la reproduccion de crustéceos por 1o cua es necesario incluirlos en la dieta
(Xu et al, 1994). La capacidad de la glandula digestiva de actuar como un almacenador de
lipidos es considerada limitada, 10 que sugiere una fuerte dependencia de lipidos en la
dieta, este experimento confirma lo anterior puesto que los tratamientos suplementados
con PUFAs muestran un aumento en la frecuencia de desove conduciendo por ende a una
mayor cantidad de hembras desovadas y nauplios producidos por hembra, ademés que se

aumento laincidencia de la produccién en PV confirmado mediante la prueba X2.

El &cido ascorbico y lavitamina E son importantes antioxidantes de lipidos en la dieta. Se
observd que existe un ato requerimiento de vitamina E en P. indicus cuando la hembra
tiene multiples desoves (Cahu & Fakhfakh, 1990), lo que no concuerda con nuestro
estudio en @ cua estas dtas concentraciones no estimularon la frecuencia de desove que

fue significativamente mas bgja en € tratamiento V.

Mangor-Jensen et al. (1993) observaron en el bacalao (Gadus morhua L.) que dtas dosis
de vitamina C no afectaron significativamente la produccion y fertilizacion de huevos
aungue en nuestro experimento no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en la produccion de huevos por desove, pero se observé un descenso
sgnificativo en d tratamiento con altas dosis de vitaminas en la fecundidad y en la

fertilizacion.

Cahu ¢ al. (1995) demostraron que existe un efecto positivo en la tasa de eclosién con
atas dosis de vitamina C. En contraste, en el presente estudio altas dosis de vitaminas sin
lapresenciade dtos niveles de PUFASs (V) mostré una baja tasa de eclosion, aungue no

se observaron diferencias significativas entre tratamientos. La deficiencia de vitamina E,
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conduce a un descenso en la cantidad de esperma en P. vannamel  (Chamberlain, 1988
en: Bray & Lawrence, 1992), lo que indica que las vitaminas juegan un rol en la
espermatogénesis. En @ presente estudio la produccion de espermatozoides fue mayor en
e tratamiento con atos niveles de PUFASs (P) que en € tratamiento con altos niveles de

vitaminas (V).

En la mayoria de los pardmetros comparados, las atas concentraciones de vitaminas sin
presencia de altas concentraciones de PUFAS (tratamiento V) no realizan ningun tipo de
mejora en los resultados, mejores resultados fueron obtenidos con PUFAs solamente
(tratamiento P). Por otro lado en varios de los parémetros determinados se observd un
aumento significantivo cuando las vitaminas son combinadas con la fraccion de PUFASs
(tratamiento PV). Pensamos que |os resultados superiores obtenidos con la combinacion
PUFA s-vitaminas fueron debidos a un mejor conservacion de los PUFAS (protegidos por
las vitaminas), més no a efecto directo de las vitaminas sobre los reproductores. En
efecto, Cahu et al, 1995 halo que atos niveles de PUFAS en los huevos de P. indicus
indujeron a descenso de los niveles del antioxidante vitamina E.  Un efecto smilar de la

relacion PUFAs- vitaminas pudo haber occurido en las dietas.

Por lo anteriormente expuesto, se demuestra que existe una interdependencia de las
fracciones PUFAs y vitaminas-astaxantina que se reflga en un incremento de la
produccion en € mejor tratamiento que fué PV ( 28.4 millones de huevos, 20.6 millones
de naupliosy 10.8 millones de zoea 1) comparada con P (13.0 millones de huevos, 7.8
millones de nauplios y 2.8 millones de zoea 1) y con la fraccion que contiene solo
vitaminas y astaxantina (6.3 millones de huevos, 3.1 millones de nauplios y 600 mil zoea
1). Sin embargo, la interaccion de estas dos fracciones en € enriquecedor no influyd

significativamente en la calidad del desove.

El deterioro de la cdidad del desove (agotamiento de la hembra cuando permanece mucho
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tiempo en cautiverio), ha sido observado en estudios previos con hembras ablacionadas,
en los cuales se atribuye que € deterioro pudo quizés ser debido en parte d proceso de
ablacion (Aquacop, 1979; Primavera, 1982; Bray &Lawrence, 1990; Harrison 1990).
Marsden et.al, (1997) observd en P. monodon que una éptima dieta para reproductores
puede anular € deterioro de lacalidad de los desoves. Al igual que en & presente trabajo,
la dieta PV (cuando se la compard con las dietas enriquecidas con las fracciones por
separado) no sblo incrementd el nimero de desoves, si no que: a) previno € decremento
de la fecundidad (de los desoves sucesivos, mostrando una tendencia a mantener
tamano del desove hasta el quinto desove en ladietaPV), b) en tanto que en d tratamiento
V d porcentgje de eclosion y supervivencialarva se reducen totalmente acero en € cuarto
y tercer desove respectivamente. Mientras que en PV y P ladeclinacion de la "calidad" no

estan aceleradacomoen V.
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CONCLUSIONES

 Se comprobd que la manipulacion de la composicion nutricional de la Artemia adulta

enriquecidainfluye en e rendimiento reproductivo de Penaeus vannamei .

* La adicion de altos niveles de vitaminas en la dieta afecta de manera negdtiva la
produccion de esperma en los machos y posiblemente sea € causante de la disminucion

en lafrecuencia de maduracién en las hembras.

» Los PUFAs incrementan la frecuencia de desove y la probabilidad de producir de una

hembra.

* Una dieta suplementada con PUFAs incrementa la tasa de fertilizacion, y d parecer una
alta cantidad de PUFAS es conveniente para una buena produccién de espermatozoides en

los machos.

* No se encontré ningun efecto o diferencia en cuanto a calidad del desove entre
tratamientos, pero s se hallé unindicio en € cua laadicién de PUFAS tiende a disminuir

el deterioro delacaidad del desovey lafecundidad através del tiempo.

* En genera, en los parametros medidos se observé una interdependencia de las

fracciones PUFASs y vitaminas-astaxantina, incrementando |a produccion por desove

e La Artemia a més de tener un excelente valor nutriciona y servir como vector de
nutrientes importantes, sirvié como un indicador de diferencias entre dietas, puesto que
enriquecida con diferentes productos se obtuvieron diferentes resultados. Por lo tanto

puede sr considerada como una herramienta Util paralainvestigacion.
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RECOMENDACIONES

* Es necesario hacer estudios cuantitativos sobre |os requerimientos de PUFAS, vitaminas

y astaxantinay las posibles interacciones entre ell os.

 La Artemia adulta a mas de servir como vector de nutrientes importantes y ser usado
como via de administracién de nutrientes que estimulen la maduracion y la caidad dd
desove; posiblemente puede ser usado como contenedor de otros productos como

antibiéticos y hormonas.

* El uso de Artemia adulta enriquecida completamente (PUFAS, colesterol, vitaminas y
astaxantina) suministrada a camarones de maduracion a un 5% de la biomasa (peso
humedo), conlleva a buenas producciones, a més de resultar econdmica en comparacion
con el uso de poligueto (esimportado), por o tanto puede ser recomendado para el uso en

el sector privado.

» Comprobada la eficiencia de la Artemia adulta enriquecida completamente (PV) vy
congelada, seria conveniente utilizarla como ingrediente principal en una dieta peletizada
para camarones de maduracion. El producto seria un producto con € mismo valor

nutricional, pero mas préactico en su uso y comercializacion.
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ANEXO # 1

Experimentos que midieron parametros similares.

71

Polig/ A. E Art./ A. E Actual EXxp.

Naessens, Wouters, Exp. 2

1997 1997
Supervivencia de hembras (%) 89.7 45.5 64.0
Supervivencia de machos (%) 100 82.5 83.0
Frecuencia de maduracion 0.082 0.141
Exito de madurez (%) 21.3 58.8 45
Cantidad de desoves 40 68 91
Tasa de eclosion (%) 46.3 61.6 50.94
Nauplios/desove (miles) 120 129 148
Deformidad N5 (%) 5.62 13
Supervivencia N5-Zoea 1 (%) 69.4 62
Longitud Zoea (mm) 0.8844 0.8957
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