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RESUMEN

Dos ensayos nutricionales a escala comercial, fueron realizados para comprobar el
efecto de la utilizacion de dietas artificiales y la sustitucion parcial de los alimentos
frescos, en e rendimiento reproductivo de Penaeus vannamei. Para este propésito, un
total de 700 reproductores fueron utilizados en cada experimento.  Hembras
ablacionadas e identificadas fueron sembradas en seis tanques de maduracién, con una
relacion macho: hembra de 1: 1. Tres tratamientos fueron evaluados en cada
experimento. El primero se baso en la sustitucion del 50% de los alimentos frescos del
régimen alimenticio, con una dieta artificial. El segundo tratamiento, similar a primero
incluyé una dieta artificial, a la que se incorpord un suplemento de harina de Artemia, y
el tercer tratamiento (control) basado en el régimen alimenticio del laboratorio
comercial. En la parte experimental, cada hembra fue considerada como réplica y
ademés, un set experimental fue utilizado para realizar un control de la eclosiéon y la
caidad de los nauplios. Los resultados estadisticos del primer experimento, no
demostraron diferencias significativas en lo referente a los datos generales de
produccion por desove y produccion por hembra, debido a las altas mortalidades
presentadas en este ensayo, asi como la variabilidad de los datos obtenidos. En este
experimento, solo hubieron indicativos de un posible efecto de las dietas artificiales
sobre los reproductores, siendo esto observado en los resultados totales de produccion,
donde la cantidad de huevos, nauplios y zoeas se vié incrementada en |os tratamientos
que sustituian los alimentos frescos con respecto a tratamiento control. Este mismo
efecto se pudo observar en el segundo experimento, donde el tratamiento que incluia

harina de Artemia en |la sustitucion parcial de los alimentos frescos, fue superior a los



otros tratamientos.  Por otra parte, diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos B y C, fueron detectadas en cuanto a los resultados obtenidos por hembra
productiva (nUmero de huevos, eclosion y % de Zoeas). Estos resultados llevaron a
concluir que la sustitucion del 50% alimentos frescos con una dieta artificial, asi como
la total independencia de la biomasa de Artemia y poliqueto, es factible, y el
rendimiento reproductivo de P. vannamei se ve mejorado con la inclusion de harina de

Artemia en ladieta artificial.



INTRODUCCION

En el Ecuador, las camaroneras dependen de. la captura de postlarvas o semillas que son
recolectadas en estuarios y areas costeras por pescadores artesanales, pero estas
desafortunadamente escasean en determinadas épocas del afio (Arellano et al.. 1984).
Por esta razon, y en vista que e 13% de los laboratorios comerciales existentes estan en
capacidad de desovar hembras y criar larvas, y solo en el 7% se puede inducir la
gravidez de las hembras, ademas de criar larvas (Krauss et al., 1998), es necesario
optimizar las técnicas de maduracion de reproductores en cautiverio con e fin de no

depender del medio natural.

Un punto muy importante constituye la elaboracion de dietas artificiales para
maduracion de reproductores, ya que ofrecen algunas ventajas sobre el uso de alimentos
frescos entre las que tenemos: son de facil uso, suministro de nutrientes necesarios para
inducir la maduracion, se puede manipular la constitucion de la dieta cuando se
requiera, etc., cosas que no se pueden lograr con los alimentos frescos cuyos principales
limitantes son la disponibilidad y la contaminacién que pueden ocasionar al

descomponerse en e agua.

Actualmente, las dietas utilizadas para reproduccion de camarones a nivel comercial son
utilizadas para sustituir solo del 5 a 20% del aimento fresco, considerandose como
ideal que el porcentaje de sustitucion sea elevado a 50% de la dieta, para obtener un

impacto significativo. Con este valor se han obtenido buenos resultados en ensayos



preliminares dentro del CENAIM, con lo cual se espera que se repitan a aplicarse las

dictas en pruebas dentro de un laboratorio comercial.



1. ANTECEDENTES

1.1. ASPECTOS BIOLOGICOS

Las especies de camarones peneidos, comunmente conocidos en aguas americanas,
pertenecen a subgénero Litopenaeus. De estas especies, tres de ellos estan limitados al
océano Pacifico y son: Penaeus occidental& Penaeus stylirostris y Penaeus vannamei;
y dos se encuentran en el océano Atlantico, Penaeus schmitti y Penaeus setiferus.
Todos €ellos pertenecen a grupo de camarones de télico abierto, grupo en el cua se
puede resaltar, que €l télico y € petasma son mas primitivos que en especies de otros

géneros, derivando asi su ubicacion en la escala zool dgica:



Phylum: Arthropoda

Clase: Crustacea
Subclase; Malacostraca
Serie: Eumalacostraca
Superorden: Eucarida

Orden: Decépoda
Infraorden: Penaeoidea
Familia: Penaeidae
Genero: Penaeu s
Subgénero: Litopenaeus
Especie: vannamei

(Pérez-Farfante, 1988, en: Wyban & Sweeney, 1991)

Recientemente, se sugiere nombrar a las especies anteriormente mencionadas con la
palabra Litopenaeus, correspondiendo al nuevo género presentado por Farfante &
Kensley en 1997 (tomado de revista Panorama Acuicola, 1998). Sin embargo, la
generalizacion del nuevo género ain no ha sido del todo aceptada, por lo que, para

efecto de este trabajo se seguira utilizando como género al término Penaeus.



1.1.1. Sistema reproductivo

1.1.1.1_Sistema remoductivo de |a hembra

Las hembras de camarones peneidos tienen un sistema reproductivo constituido por un
par de ovarios, formados por cuerpos fusionados en forma bilateral y simétrica, que se
extienden desde la region cardiaca del estbmago hacia el telson. Los |6bulos
abdominales que se originan de estos cuerpos, se encuentran adjuntos al intestino en la
region del cefalotérax (King, 1948). Los oviductos se originan en los extremos del
sexto y séptimo |6bulos laterales, y descienden hacia las aberturas genitales ubicadas en
el tercer par de peridpodos (Cummings, 1961). El télico de las hembras de camarones
peneidos, estd adaptado para proporcionar agarre 0 soporte al espermatéforo en
animales de télico abierto (ver fig. 1), u originar un receptéculo seminal, en animales de
télico cerrado, para almacenar y proteger el esperma hasta € tiempo del desove
(Hudinaga, 1942; King, 1948; Turna, 1967; Pérez-Farfante, 1975; Bauer, 1986, fide

Browdy et al., 1992).



(2) (b

Fig. 1. Sistema reproductivo de la hembra: @) Vista de la region ventral del cefalotorax
de la hembra (tercer par de peridpodos). b) Vista de laregién ventral del cefalotorax de

la hembra con el espermatéforo adherido (http://www.shrimp/shrimpga.html.)

Las hembras de télico abierto copulan durante € periodo de intermuda, cuando su
exoesqueleto se encuentra duro o consistente. El espermat6foro que ha dejado adherido
al télico & macho, es expuesto al agua corriente o circulante, y no hay modo de que €l
esperma quede retenido después del desove como puede suceder en otras especies. Por
otro lado, las especies de télico cerrado, deben copular cuando su cuerpo esta blando, es
decir, inmediatamente después de la muda. Una vez ocurrido esto, no pueden ser

copuladas antes de la siguiente muda.

Las hembras maduras liberan un significativo nimero de huevos por desove, pudiendo
variar entre 25000 y 700000, dependiendo de la especie, asi como con € peso y tamafio

de la hembra reproductora (Quackenbush, 1986). El tiempo que transcurre entre desove



y desove variaentre 5 a 30 dias, dependiendo de las condiciones en las que se desarrolle

el animal (Primavera, 1984).

1.1.1.2. Sistema reproductivo del macho

Los machos de camarones peneidos, poseen una estructura denominada petasma,
presumiblemente responsable de la transferencia del espermatéforo hacia el télico de la
hembra. La estructura del aparato reproductor del macho, esté constituida por un par de
testes, acompanados por vasos deferentes que culminan en ampulas que dan origen alos
espermatoforos, los cuales se comunican con €l medio externo a través de los poros
genitales 0 gonoporos, que se situan en la base del quinto par de periépodos (Petersen,

1996).

3

Fig. 2. Sistema reproductivo del macho: Fotografia del petasma con las terminaciones

de los vasos deferentes. (http://www shrimp/shrimpga.html.)
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El esperma contenido dentro de los espermat6foros, se presenta como una masa viscosa
y medianamente lechosa. Los espermas presentes son no motiles, de forma esférica y
con una punta que se extiende desde la porcion esférica (King, 1948). En P. setiferus,
se ha encontrado que un adulto de 35 g puede llevar alrededor de 70 millones de
espermatozoides en cada espermatéforo. El reconocimiento del grado de madurez en
los machos de camarones peneidos, ha sido correlacionado con la estructura del petasma
(Tirmizi & Javen, 1976, fide Bray & Lawrence, 1992), y con los cambios a nivel
histol6gico que se producen en los testes y las ampollas terminales (Bray & Lawrence,

1992). <SP0
OPO0Z x

@ .
NS,

AUn no se conoce el mecanismo de expulsion de los espermas desde espermatéforo. En

observaciones realizadas por Ogle (1994), con espermatoforos colocados en tubos con
agua salada, no se pudo observar la rutura 0 expulsion del esperma, incluso hasta

después de cinco horas de exposicion.

Fig. 3. Mecanismo de desintegracion del espermatéforo en e agua. Expulsion de

esperma. (http://www. seahorse. com)



1.1.2. Reproduccion

El comportamiento precopulatorio, y la copula en si, han sido descritos en forma amplia
para algunas especies. En 1988, Yano et al. describieron que los machos de P.
vannamei nadan y copulan con hembras maduras en forma paralela, y con una posicion
ventral hacia éstas para poder insertar las ampollas seminales en €l télico. Luego de la
copula, las hembras se presentan menos activas durante las Ultimas horas antes del

desove.

La expulsion de los huevos ocurre cuando |as hembras comienzan a nadar lentamente en
la columna de agua, batiendo vigorosamente los pledpodos (Misamore, datos no
publicados; Wyban & Sweeney, 1991), los huevos son depositados en el agua, y

finalmente son mezclados con e esperma.

1.1.3. Eclosiéon vy desarrollo larval

En un periodo de 9 a |l horas después del desove (Primavera & Posadas, 1981), cuatro
tipos de huevos han sido caracterizados o identificados en Penaeus monodon. Los
nauplios desarrollados, realizan cinco metamorfosis durante un periodo de 58 horas
antes de desarrollarse hacia zoea I.  Tanto los nauplios como las zoeas recién
originadas, dependen de las reservas de nutrientes proporcionadas por €l saco vitelino

(Browdy, 1992).
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1.1.4. Extirpacion del pedunculo ocular

La extirpacion del pedinculo ocular o ablacion, es considerada como método practico
para la induccién a la reproduccién de hembras de camarones peneidos en cautiverio.
Con esta técnica se logra reducir la accién inhibitoria sobre la reproduccion, como
resultado de la sintesis y liberacion de la Hormona Inhibitoria de la Gonada (GIH),
desde el complejo neurosecretor del pedinculo ocular. Este complejo, esta formado por
un conjunto de células neurosecretoras denominado 6rgano X, que es €l responsable de
producir la hormona inhibidora. Por otro lado, existen algunas evidencias que células
del ganglio toraxico o cefdlico, producen la Hormona Estimuladora de la Génada
(GEH). La accidn antagonica de estas hormonas, junto con la accidn de las hormonas
estimuladoras e inhibidoras de la muda, rigen € ciclo reproductivo de los camarones

(Petersen, 1996).

La extirpacién del pedinculo ocular consiste en realizar un corte en la base de este
organo, con €l fin de extraerlo, y luego proceder a la cauterizacion de éste para
prevenir la pérdida de hemolinfa (Caillouet, 1972), y ademés € aparecimiento de

posibles infecciones.

Otra técnica utilizada consiste, en realizar €l corte del 0jo, y exprimir su contenido
mediante puncion del pedinculo ocular. En otros casos, se procede a ligar o amarrar
con un pedazo de hilo la base del pediinculo ocular, y se espera varios dias para que €

0jo caiga debido a la estrangulacion que se produce (Primavera, 1984). Sin embargo,
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para reducir el estrés, la ablacion debe ser realizada en forma rdpida y preferiblemente
en agua fria, de ahi que los laboratorios de maduracién se realiza la ablacion temprano

en la mafiana cuando la temperatura alin es baja.

Como resultado de este proceso, se consigue una rapida maduracion de la hembras, y
una disminucion en €l periodo de recuperaciéon de la misma. Los ovarios se presentan
mas reducidos, con un alto contenido de lipidos, y una mayor variabilidad en los
oocitos. Estas diferencias presumiblemente, son consecuencia de la intensificacion de
la actividad hormonal que de las limitaciones ambientales o fisiol dgicas que se puedan

presentar (Chamberlain, 1984)

El incremento en € potencial reproductivo, conlleva una alta demanda de energia por
parte de las hembras reproductoras. Ademas, la remocion del pedinculo ocular,
produce efectos negativos dentro de la fisiologia del animal, como e control de las
hormonas de la muda, metabolismo, balance del azucar, pigmentos, etc., todas ellas
originadas en el pedunculo ocular. Realizando una comparacion con hembras que han
madurado en el medio natural, la fecundidad y viabilidad de los desoves de las hembras
ablacionadas se muestra inferior (Browdy, 1992). Ademés, aunque la preferencia de
larvas silvestres aln es mayor que las producidas en sistemas comerciales, la tendencia
actual esta enfocada a mejorar 1os sistemas de maduracion y reproduccién, que permitan

mejorar la calidad de larvas producidas en cautiverio.
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En machos de camarones peneidos en estado de reproduccion, se ha reportado que la
extirpacion der pedinculo ocular incrementa e tamafio de la génada, asi como un
desarrollo en la frecuencia de las copulas. Sin embargo, con fines comerciaes, la
ablacion en machos usualmente no es practicada, debido a que el grado de desarrollo del
espermatoforo, no es considerado como un limitante en la produccion de nauplios

(Browdy, 1992).

En la actualidad, se estan buscando alternativas para sustituir la técnica de la ablacion
del pedunculo ocular, evitando asi que se el animal no se vea afectado por el efecto de
la manipulacion a ablacionar. Estas alternativas pueden ser a través del bloqueo de la
Hormona Inhibidora de la Génada (GIH), o la identificacion y € aisamiento de la
Hormona Estimuladora de la Gonada (GEH), la cua seria extraida y suministrada
posteriormente cuando se requiera que el animal madure. Ademas, con € uso de
sustancias estimulantes, la aplicacion de indicadores bioquimicos para determinar la
calidad nutricional de reproductores, embriones y nauplios, seleccion genética y la
ctiopresetvacion de gametos y embriones (Fingerman, 1996, Petersen, 1996), se podria

lograr a futuro reducir los efectos negativos de la extirpacion del peddnculo ocular.
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1.2. REPRODUCCION A NIVEL COMERCIAL

1.2.1. Generalidades

Para lograr la reproduccion de camarones peneidos en cautiverio, ya sea
comercialmente o en forma experimental, es necesario juntar una serie de factores o
pardmetros que permitan semejar e medio marino, lugar donde los camarones del
género Penaeus migran para reproducirse, debido a que es un medio con salinidad y
temperatura estables (Chamberlain, 1984). La optimizacién de estos factores, asi como
del disefio que se de al sistema, pueden ser claves en la estimulacion natural que

necesitan los animales durante la reproduccion.

1.2.2. Parametros fisicos a considerar

Tanques

Los tanques de maduracion, deben poseer un didmetro comprendido entre 3.65 - 4.5 m,
y con 0.6 - 0.9 m de profundidad. Estas dimensiones se deben a que en estudios
realizados, los animales durante el cortejo, necesitan recorrer una distancia aproximada
de 3 m antes de copular, como reporté Magarelli Jr. (198 1) con P. stylirostris, y Crocos
& Korr (1986) con P. esculentus. El uso de vinil o recubrimientos de PVC, reduce los
costos de construccion de los tanques, facilitando la limpieza y desinfeccion de los

mismos (Browdy, 1992).
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Una vez que han sido copuladas, las hembras son traspasadas a tanques individuales
para e desove. Estos tanques deben ser de forma circular, con una capacidad de 100 a

150 L. Paraevitar € estropeo de |os huevos, una suave aireacion es recomendada.

Posteriormente, recipientes con una capacidad de 20 a40 L. son utilizados para la
eclosién de los huevos. El tamafio y laforma de los eclosionadores permite que los

nauplios eclosionados, sean facilmente transportados hacia los tanques de larvicultura.

(®]
=
(=]
=

El uso del color negro en tanques de maduracidn, reduce laincidencia del nado de los
animales hacia las paredes del tanque (Brown et al ., 1980). Ademas, una buena
eficiencia reproductiva se ha conseguido en tanques con paredes y fondo de este color,
cosa que no sucede en tanques blancos, como reportd Emmerson en 1980 (fide Browdy,

1992).

Nivel de agua

Para tanques de maduracion, el nivel o columna de agua debe estar en un rango de 0.35

a 0.5 m, siendo lo mas funciond y adecuado para el mangjo de los animales,



15

Relacion macho:_hembra

En sistemas de produccion, relacionesde 1 a 1.5, o del al, entre machosy hembras
respectivamente, han sido mantenidas. Esta relacion debe mantenerse independiente del

tamafio del tanque, asi como de la cantidad de animales presentes en e mismo.

Generamente, densidades de 3 a 5 individuos por m? son utilizadas.

RecambioVtemperatura

El flujo de agua en los tanques, puede variar de 100 a 400% de recambio cada 24 horas,
con una temperatura constante de 28°C. Estos porcentajes de renovacion pueden variar
de acuerdo a la densidad de animales, € tipo de aimento ‘suministrado, la frecuencia

alimenticiay otros factores que se encuentran relacionados a sistema.

En sistemas de maduracion dentro de nuestro medio, se manejan recambios del 200 al

300% diario, con una temperatura promedio de 29°C.

Fotoneriodo

Periodos de |luz de 12 a 16 horas, han dado buenos resultados en laboratorios de
maduracidn, ya sea que se utilice fotoperiodo natural o inverso, siendo este Ultimo,

utilizado comunmente con € fin de reducir la cantidad de trabgjo durante la noche.
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1.3._ASPECTOS NUTRICIONALES

1.3.1. _Reauerimientos nutricionales

En la actualidad, es muy aceptado que los animales acuéticos son mas sensibles ala
calidad del aimento que los animales terrestres. La variabilidad de la calidad de los
alimentos que consumen estos organismos, depende siempre de la constitucion del
alimento, o de la calidad de los ingredientes que se utilicen en la preparacion de los

mismos(Akiyama, 1989)

Los requerimientos nutricionales del camardn tales como, proteinas, carbohidratos,
lipidos, vitaminas, etc, aun no se conocen con precision, y se puede decir que €
conocimiento actual esta afios o décadas detrés de la informacion disponible para otros
animales de crianza. Para poder definir estos requerimientos, los investigadores
nutricionales se han basado en el uso de dietas semipurificadas con lainclusion de
nutrientes previamente analizados y definidos.  Estimaciones iniciales de estos
requerimientos pueden ser deducidos a partir de los cambios en la composicion
bioguimica de las gonadas y €l hepatopancreas en diferentes estadios de maduracion

(Vincent et al., 1988; Castille & Lawrence, 1989).
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1.3.1.1. Proteinas v aminoacidos

La presencia de las proteinas en las dietas, juegan un papel de gran importancia, ya que
proporcionan a animal, aminoécidos esenciales y no esenciales para la manufactura de
musculos, tejido conectivo y proteinas respiratorias de la hemolinfa. La sintesis de
algunas proteinas, incluye hormonas peptidicas, enzimasy viteloproteinas, que son muy

importantes para el proceso de maduracion y reproduccién.

Para dietas de maduracidn, los niveles de proteinas y aminoécidos deben ser mucho mas
elevados que los utilizados para crecimiento y engorde. Esto se debe a que en la etapa
de reproduccion, se produce una mayor sintesis de proteinas, asi como una mayor
utilizacion de los aminoéacidos para formar las proteinas  de las nuevas células,

hormonas, enzimas, tejido gonadal y gametos (Harrison, 1997).

El rol critico de las proteinas en la maduracion gonadal de los camarones, es reflejado
en los cambios dentro de la composicion del hepatopancreas y 10s ovarios durante la
vitelogénesis. Por otra parte, no se han reportado requerimientos especificos de

amino&cidos que intervengan en la maduracion y reproduccidn (Harrison, 1990).
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1.3.1.2. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono o carbohidratos, no constituyen un aporte esencial dentro de las
dietas de maduracion para crustaceos decapodos. Estos, pueden acumular
efectivamente el glicégeno dentro del hepatopancreas, hasta su posterior utilizacion
durante la maduracién de los testes y ovarios. Cuando esto ocurre, una disminucion del
glicogeno en el hepatopancreas se produce a medida que el desarrollo gonadal se
incrementa (Kulkarni & Nagabushanam, 1979; Nagabushanam & Kulkami, 198 1, fide

Harrison, 1997).

1.3.1.3. Lipidos

Dentro del proceso de maduraciéon de camarones peneidos, los lipidos constituyen una
fuente importante de energia, originada desde el hepatopancreas, el cua absorbe,
procesa y amacena los lipidos suministrados en la dieta. Diversos estudios han
demostrado que los nivelesy la composicion de los lipidos dentro de las dietas, afectan

la maduracion ovarica, y consecuentemente la reproduccion (Harrison, 1997).

Como componentes de los lipidos, los &cidos grasos juegan un rol muy importante en la
maduracion.  Estudios realizados con la utilizacion de alimentos frescos, indicaron la
{:

Importancia de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA's), especiamente del tipo

20:5n-3 4cido eicosapentanoico, (EPA) y 22:6n-3 &cido docohexanoico (DHA) en
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ovarios de hembras maduras, sugiriéndose que son esenciales durante la madurez sexual

(Middleditch et a., 1979; Alava & Kanazawa, 1995).

Niveles muy atos de &cido araquidénico (20:4n-6) y 20: 5n-6, han sido detectados en los
ovarios de algunas especies de camarones peneidos mantenidos en cautiverio, siendo
esta observacion de gran importancia, debido a que el acido araquidonico es un
precursor de las prostaglandinas, |las cuales tiene un papel importante en el control de la

vitelogénesis del crayfish (Procambarus peninsulanis) (Harrison, 1997).

Por otra parte, Sasaki (1984) y Sasaki et al.( 1986) examinaron la cantidad y calidad de
las reservas de nutrientes en huevos, embriones y larvas de langosta (Homarus
americanus).  La investigacion demostro que las reservas del saco vitelino,
especiamente los acidos grasos esenciales (EFA's) y otros nutrientes que no pueden ser
sintetizados, pueden disminuir durante el desarrollo embrional y son insuficientes para
el desarrollo de las larvas, demostrando asi la importancia de la primera aimentacion
proveniente de la dieta suministrada a los reproductores (Middleditch et al.; 1979,
Harrison, 1990).  Lytle et al. (1990) examinaron los perfiles de PUFA’'s de los
alimentos frescos, y sugirieron que el &cido araquidoénico (20:4n-6), asi como el &cido

docohexanoico (22:6n-3) pueden ser incluido en las dietas de maduracion.

Otras investigaciones han dejado clara lafuncion del colesterol en laendocrinologia de
lqs crustéaceos (Quackenbush, 1986) y en la bioquimica de la reproduccion. Se

considera a colesterol como precursor en la sintesis de las hormonas esteriodes
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(Kanazawa & Teshima, 1971), las cuales estan implicadas en € desarrollo de las
caracteristicas sexuales, la movilizacion de nutrientes, € desa.iollo gonadal, y €
desarrollo de huevos y embriones. Durante la maduracion, €l colesterol es movilizado
desde el hepatopancreas y/o musculos, siendo transportados hacia los ovarios,
acumulandose en niveles por encima del 22% del total de los lipidos presentes en los

ovarios.

A pesar de la importancia del colesterol en la reproduccion, no existen investigaciones
acerca del impacto de la deficiencia del colesterol en la produccion de hormonas
esteriodes, o en el desarrollo larval. El aparente beneficio de ciertos alimentos frescos
como el calamar y el mgjillon puede atribuirse a contenido de colesterol (Harrison,

1997).

1.3.1.4. Vitaminas v_minerales

La mayor parte de informacion acerca de los requerimientos de vitaminas y minerales
para crustaceos, no se deriva de investigaciones basadas en el metabolismo del animal,
Sino que constituye una adaptacion de la literatura existente para peces y vertebrados

superiores (Harrison, 1990).

Recientes estudios han demostrado la importancia de |as vitaminas, en especia las A, C
y E, dentro del proceso reproductivo y otras actividades metabdlicas. Debido a que los

camarones tienen una limitada habilidad de sintetizar los acidos grasos poliinsaturados,
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., mismos en los alimentos (Kanazawa, 1995; He & Lawrence, 1993). Por otra parte,

|
; Alava et al. (1993), encontraron que la vitamina E acumulada en la cubierta de los

[}
huevos, también tienen propiedades antioxidantes. Otros estudios han demostrado una
~ correlacion entre la deficiencia de vitamina E y la cantidad de espermas anormales,

Ccomo lo demostré Chamberlain en 1988 (Alava et uf., 1993).

La vitamina C o acido ascérbico actla sinérgicamente con la vitamina E, en el
mantenimiento de los antioxidantes intracelulares y en la captura de radicales libres.
Ademas, la vitamina C actlia como una coenzima en la formacién de col&geno, mayor
componente del exoesqueleto (Masumoto et al., 199 1, fide Alavaet al., 1993), y como
un regulador en la formacion de esteriodes en la glandula adrenal y gonadas (Alava et
al., 1993). Investigaciones realizadas en peces han sugerido la importancia de la
vitamina C en € desarrollo de las gonadas, asi como en la viabilidad de los huevos
producidos y la supervivencia de la progenie (Masumoto et al., 1991 fide Alava et al.,
1993). Por otra parte, resultados obtenidos con larvas de P. vannamei, indicaron un
mejor desarrollo y una mayor supervivenciade las mismas, al incluirse vitamina C en la

dieta(Merchie et al., 1995).

Se ha demostrado que lavitamina A es un nutriente esencial para el desarrollo gonadal
de P. japonicus La acumulacion de esta vitamina en los ovarios, se produce a medida
gue se acentla la madurez gonadal de la hembra, y luego es transferida a los oocitos
donde interviene en el desarrollo embrionario (Alava et al., 1993). Se ha determinado

ademéds, que algunos compuestos como los carotenoides que se incluyen en la dieta,



pueden servir como precursores de vitamina A, y en parte pueden satisfacer los

requerimientos de esta vitamina en €l animal (Harrison, 1997).

Lainclusion de la vitamina D en dietas de maduracion, se asume de su probable rol en
el metabolismo del Calcio y e Fésforo (Harrison, 1997), componentes esenciales en la
formacion del exoesgueleto después de la muda. Otros minerales como el Magnesio y
el Cobre decrecen considerablemente en el hepatopancreas de hembras desgastadas por
el continuo proceso reproductivo. La disminucion de estos minerales, en especia el
Cobre puede reflgjarse por e transporte de estos componentes desde e hepatopancreas
hacia los ovarios. Otro minera como e Hierro, se lo asocia con e mecanismo

oxidativo, asi como en lamotilidad y viabilidad de los espematozoides en los machos.

1.3.1.5_Carotenoides

Los crustaceos acumulan carotenoides durante la madurez sexual. En los primeros
estadios de madurez, ya sean formas libres o esterificadas de los carotenoides se
acumulan en el hepatopancreas. Durante la segunda fase de la vitelogénesis, los
carotenoides son transportados desde el hepatopancreas hacia los ovarios,
acumulandose en los oocitos como parte de las proteinas del saco vitelino (Harrison,

1997).

Los cambios caracteristicos en la coloracion de los ovarios durante € desarrollo

gonadal, ocurren debido a la acumulacion de los carotenoides. La cantidad y tipos de
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carotenoides que se acumulan en los ovarios, dependen de la especie, dieta,
temperaturay e. proceso de extirpacion del pedinculo ocular (Harrison, 1997). Estudios
realizados en ovarios de hembras de Penaeus schmitti, demostraron la presencia de un
complejo de carotenoides dominados por la zeastaxantina y astaxantina en sus
diferentes formas (Vincent et al., 1988). Basandose en resultados de varios
experimentos, la adicion de paprika a dietas de maduracion ha sido aceptada, debido a
gue presenta varios tipos de carotenoides dentro de su composicion, y a su aporte en la

maduracién y produccion de nauplios (Wyban et al., 1997).

Aungue €l rol especifico de los carotenoides no estd claramente determinado, su
acumulacién en los ovarios reflgja una importante funcion durante la gonadogénesis,
embriogénesis y desarrollo larval. Los crustéaceos no son capaces de sintetizar los
carotenoides para su utilizacion, pero poseen la habilidad de transformar un carotenoide
en otro. Su inclusion dentro de las dietas, aparte de ser una fuente importante para la
reproduccion (Dall et al., 1995), incide en la calidad de los huevos y, en lasalud y

supervivencia de las larvas (Vincent et al., 1988)
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1.3.2. Alimentacion

1.3.2.1. Alimentos frescos.

En sistemas de maduracién, € suministro de alimentos frescos incluye moluscos,
crustaceos, pecesy poliquetos, los cuales son cominmente utilizados en forma simple o
en combinacion con suplementos basados en dietas secas. Investigaciones realizadas
por Galgani et al. (1989) y Bray & Lawrence (1990), demostraron que las dietas de
maduracion constituidas por dos o mas ingredientes frescos, son mejores que aquellas
basadas en un solo tipo de alimento. Cuando una combinacion de alimentos es usada,
cada elemento debe ser proporcionado en diferentes horarios para evitar una seleccion
del aimento por parte del animal (Browdy, 1992). Los alimentos frescos que se utilizan,
deben ser picados en pequefias piezas, y deben ser suministrados de dos a cinco veces a
dia, de acuerdo a régimen aimenticio que se utilice (Bray & Lawrence,1992). La
cantidad de comida que se utilice en cada alimentacion puede ser gjustada, de acuerdo al

consumo producido por los animales en la alimentacion anterior.

Dentro de la composicion nutricional de los alimentos frescos, e tejido muscular del
calamar, asi como del camardn y ostras, son ricos en acidos grasos altamente
insaturados (HUFA’s) del tipo n-3, &cido araguidénico, colesterol y otros esteroles,
fosfolipidos y aminoacidos esenciales, que han sido reportados en andlisis de los ovarios

de los animales (Harrison, 1990). Pocos estudios han sido realizados para definir los
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nutrientes especificos que intervienen en la maduracién de camarones peneidos, asi

como €l aporte energético que requieren las larvas en su estadio prealimenticio.

En 1995, Lavens ez al., sugirieron que un complemento alimenticio basado en adultos
de Artemia reproductiva, puede promover la madurez sexual de los camarones peneidos.
Por otra parte en 1992, Arellano et al. reportaron que la adicién del 11% de poliqueto a
dietas con calamar y ostra, en conjunto con una dieta seca, incrementa € rendimiento
reproductivo de Penaeus vannamei, considerando que € aporte de estas dietas, debe
promover la maduracién gonadal, aumentar el grado de fertilidad y fecundidad, asi

como de la calidad y viabilidad de los huevos producidos.

Cahu et al. (1987), confirmaron que €l contenido de &cidos grasos en los alimentos que
se suministran, se reflgja en la calidad de huevos que se obtienen (Harrison, 1997). Sin
embargo, es notorio que el valor nutricional de los alimentos frescos, varia en su

calidad, debido a las especies utilizadas, estacion, condicion nutricional y preservacion.

1.3.2.2. Artemia.

Artemia, por tener una amplia distribucién en e mundo, y por su importancia en la
acuicultura, ha sido estudiada en diferentes aspectos de su biologia, comportamiento y
cultivo. La importancia de Artemiu en la acuicultura, parte del descubrimiento de

Seale (1933) en Estados Unidos, y Rollefsen (1939) en Noruega, los cuales utilizaron
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nauplios de Artemia como alimento para diversos organismos marinos, y observaron

que era de alto vaor nutricional (Sorgeloos et al., 1995).

Con el paso del tiempo, el uso de Artemia se ha ido incrementando, y los nauplios se
consideran como el mejor alimento vivo para larvas de especies carnivoras en cultivo.
También, es muy comun la utilizacion de Artemia adulta, ya sea en forma fresca, o
como componente de mezclas mas complejas, mediante un tratamiento que tritura la

biomasa (Botsford et al., 1974; Kelly et al., 1977, fide Sorgeloos et al., 1995).

Skihihouhchauer et al. (1980) determinaron los lipidos totales, asi como la composicion
de los &acidos grasos y e contenido energético de los quistes y nauplios de varias
poblaciones (Sorgeloos et al, 1995). Otros estudios como los de Watanabe et al. (1983)
demostraron que la concentracion de é&cidos grasos, en especial la del é&cido
eicosapentandico (20:5n3) en nauplios de Artemia, determina un aito valor nutricional
para peces y crustaceos marinos, proporcionandoles un incremento en su supervivencia

y desarrollo.

La Artemia adulta puede utilizarse en forma fresca o congelada, y los nutrientes
esenciales que proporcionan, pueden ser aprovechados de igual manera por los

organismos que la consumen (Sorgeloos et al., 1995).



28

Otros productos, como las harinas vegetales, también constituyen una buena fuente
proteica, pero no proporcionan un adecuado balance de aminoacidos para el animal, de
ahi que dentro de la formulacién de dietas, resulta mucho mejor una equilibrada
combinacion de harinas vegetales y animales, para poder conseguir un adecuado
balance proteico en la dieta. Asimismo, las fuentes de lipidos varian de acuerdo al tipo
de materia prima que se utilice. Generalmente, los aceites vegetales son ricos en acido
linolénico y &cido linoleico, mientras que los aceites de origen animal, son ricos en
acidos grasos poliinsaturados del tipo n-3, especialmente del acido docohexanoico

(DHA).

Por otra parte, es necesario incluir en toda formulacién, mezclas de vitaminas y
minerales, elaboradas de acuerdo a los requerimientos del animal, con € fin de
fortificarlo, ya que €l aporte de estos elementos por parte de los otros compuestos de la
dieta es insuficiente.  Ademas, debido a que los camarones son lentos comedores, es
necesario incluir en la formulacion un aglutinante que permita compactar de manera
adecuada €l pellet, evitando que €l alimento se desintegre répidamente en €l agua, y se

convierta en poco atractivo para que € animal pueda ingerirlo.

Sin embargo, no solo de la simple mezcla de los elementos anteriormente mencionados
depende la elaboracion de una dieta seca, sino también de otros factores, como la
uniformidad y textura que se de a la mezcla, la humedad presente en ésta, asi como la

temperaturay €l tiempo de secado del aimento (Lim & Cuzon, 1994).
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2. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de este trabajo se realiz6 en el Centro Nacional de Acuicultura e
Investigaciones Marinas (Fundacion CENAIM-ESPOL). Para el cumplimiento de los
objetivos de-esta investigacion, la parte experimental fue realizada en las instalaciones
del laboratorio Granjas Marinas — Pta. Barandia, durante €l periodo Mayo - Octubre de
1999. Durante este periodo, dos ensayos de similares condiciones fueron evaluados

para confirmar la validez de la investigacion.

2.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para cada ensayo, tres tratamientos fueron evaluados. Las hembras fueron marcadas

con anillos numerados para realizar un seguimiento individual de las mismas.

2.2. DIETAS EXPERIMENTALES

2.2.1. Tratamiento A

Este tratamiento consistié en suministrar un pellet experimental, elaborado en
CENAIM, con 52% de proteina'y 10.5% de lipidos, que sustituyé € 50% del alimento

fresco (calamar) dentro del régimen alimenticio.
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Tabla 2. Porcentgje diario de alimentacion (25% de la biomasa en base seca)

Tratamiento Calamar  Poliqueto  Artemia Pellet

A 12% 1%
B 12% 1%
C 12% 6% %

Tabla 3. Horario de alimentacion

Tratamiento Calamar Poliqueto Artemia Pellet
A 13h30-21h00 08h00 - 15h00
B 13h30 - 21h00 08h00 - 15h00
C 13h30 - 21h00 11h00 08h00

2.2.5. Elaboracion del alimento seco

Las dietas secas fueron elaboradas dentro de la planta piloto del CENAIM. Para esto, la
mezcla de materiales se realiz6 de menor a mayor, con € fin de obtener una mejor
homogeneidad. Posteriormente, se paso la mezcla por un tamiz de ojo de malla de 0.2

mm, para lograr una mejor texturay uniformidad.

Luego, se colocd la mezcla en una mezcladora automatica, y se procedié a agregar agua
caliente, cuya cantidad habia sido calculada en la formulacion, conjuntamente con el
atractante, para conseguir que la mezcla se cueza y se compacte. Posteriormente se

paso la masa por una pelletizadora (molino de carne), a través de una matriz de 3 mm,



siendo este €l didametro que tendria el pellet. Luego se coloco el pellet sobre bandejas,

hechas de malla de auminio.

Se llevé a secador de granos, previamente calentado a 60 °C, por 1 horay 30 minutos
aproximadamente. Una vez terminado el secado, se pesaron las dietas, se las colocd en
fundas selladas y se congel6 a-10 °C, habiéndole agregado previamente gas Nitrégeno,

para evitar la descomposicion en corto plazo.

2.2.6. Calidad de las dietas secas

Para evaluar la calidad de las dietas, se midieron la humedad y estabilidad en el agua.

22.6.1. Humedad

Para determinar este parametro, se pesaron 8 g de pellet, los cuales fueron triturados en
un mortero, hasta reducirlos en un polvo tino. Luego se pasaron por un tamiz de 150
um, y se procedio a pesar por triplicado, 2 g del alimento tamizado en una balanza
analitica. Las muestras que fueron pesadas, fueron colocadas en peguefias bandejas de
aluminio, que habian sido previamente pesadas y marcadas. Se llevd ala estufa, a una
temperatura de 135 °C, por espacio de dos horas. Concluido e tiempo de secado, las

muestras fueron retiradas de la estufa y colocadas en un desecador con silicagel, por



2.2.7. Formulacion de las dietas artificiales

34

Pellet control Pellet experimental
Materia prima % %
Harina de Artemia 0 20
Harina de calamar 35 28
Harina de pescado 15.91 9.79
Mezclas de harinas de origen marino 10 6
Gluten detrigo 6 6
Harina de soya 5 5
Harina de trigo 4 4
Lecitina 1 |
Colesteral 0.5 0.5
Aceite de pescado con alto nivel de n- 1.16 1.06
3HUFA's
Mezcal de vitaminas 2.28 2.28
Mezcla de minerales 2.1 2.1
Etoxiquin 0.015 0.015
Aglutinante | |
Atractante 15 15
Relleno (maicena) 14.54 12.20
TOTAL 100 100
Andlisis de las dietas
Proteinas 52 52
Lipidos 10.5 105
Humecad 2.87 4.16
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2.3. INFRAESTRUCTURA Y CONDICIONES DE OPERACION

2.3.1. Maduracion

Cada experimento conté con 6 tanques de fibra de vidrio, de color negro, de 4 m de
didmetro, con una atura de 1.0 m. La columna de agua se mantuvo en 0.5 m, con lo
gue se logro un volumen de aguade 7 T. El drengje de cada tanque consistio en un tubo
ubicado en el centro del tanque, con lo que se proporcionaba un recambio de agua del
300% diario. La aireacion de los tanques se proporcion0 mediante una linea de aire,
con piedras difusoras, que ayudaban a suministrar una aireacion suave en e tanque. La
temperatura del agua en los tanques, se mantuvo en 29 °C durante cada ensayo.
Ademas, en cada tanque se sembraron inicialmente 100 animales, en una relacion
macho:hembra de 1: 1, con la utilizacion de fotoperiodo natural durante la

experimentacion.

2.3.2. Desove

Se dispuso de 20 tanques plésticos, cilindricos, de color azul, con interior de color
blanco y tapa azul, con capacidad de 400 L y un volumen de operacion de 200 L para
cada desove. Los tanques no llevaban aireacion, y el agua fue tratada con EDTA en una

concentracion de 10 ppm antes de cada desove.
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2.3.3.Eclosion

El sistema de eclosion, conté con 20 tanques cilindricos, de color negro, con fondo
conico y un volumen de operacion de 1000 L. Cada tanque contaba con aireacion y luz
en la parte superior, la cual aparte de atraer los nauplios hacia la superficie,
proporcionaba calor al tanque, €l cual se encontraba recubierto con plastico amarillo.
En cada tanque, se agrupaban |os huevos producidos de 3 o 4 desoves, dependiendo del

nimero de desoves por sala.

Las muestras de cada desove fueron obtenidas antes de juntar |os desoves en |os tanques
de eclosion. Las muestras fueron colocadas en cajones de fibra de vidrio, a los que se
acondiciond un sistema de bafio Maria, a una temperatura de 29 + 0.5 °C, mantenida
con calentadores eléctricos de barra, para determinar el porcentaje de eclosion, calidad
de huevos y nauplios, asi como para evaluar €l desarrollo larval desde Nauplio 1 (N1) a
Zoea 1 (Z1). Los huevos fueron sembrados en tarrinas de 250 mL, y los nauplios en

botellas plasticas de 1500 mL, con fondo conico, y aireacion.

2.3.4. Parametros fisicos

Los valores promedio para los parametros fisicos durante el transcurso de cada
experimento se mantuvieron constantes, siendo la temperatura 29 °C, y 35 ppt de

salinidad en los tanques de proceso.
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2.35 Limpieza y_desinfeccion

Lalimpieza de los tanques de maduracion se larealizd diariamente con un sifén, con lo
gue se eliminaba € alimento sobrante, asi como las heces y las mudas dejadas por |os
animales. Los animales muertos eran retirados diariamente con ayuda de un chayo; los
anillos con la identificacion de la hembra eran desinfectados con cloro, y asi dejarlos

listos para su posterior utilizacion.

La desinfeccién de los tanques, antes de iniciar cada experimento, se realizd con
hipoclorito de sodio (cloro granular), en una concentracién de 200 ppm. Se degjo por 24
horas para que € cloro actle, y luego se lavé con abundante agua dulce. Asimismo, el
resto de materiales, como tarrinas, baldes y botellas fueron desinfectados con cloro
granular, en una concentracién de 100 ppm, e cua era neutralizado a enjuagar el
material con una solucién de tiosulfato, en una concentracion de 50 ppm (Mendoza,

1995).

2.4, PROTOCOLQOS

2.41. Captura y transporte

Para el primer experimento, se utilizaron 700 camarones de la especie Penaeus

vannamel, 400 hembras provenientes del reservorio de la camaronera Josefina, ubicada
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en Sabana Grande, en la provincia del Guayasy. 300 machos, que fueron capturados en

la zona comprendida entre Punta Blancay San Pablo, dentro dv la misma provincia.

En & segundo ensayo, 680 reproductores de Penaeus vannamei fueron utilizados, de los
cuales, 380 hembras fueron capturadas en la provincia de Esmeraldas, y 300 machos,
capturados en la zona comprendida entre Punta Blanca y San Pablo, provincia del

Guaysas.

La captura de los animales por pescadores artesanales, se hizo con la ayuda de un
trasmallo, y los animales antes de ser transportados fueron colocados en pequefias
bolsas de malla, y posteriormente depositados en tanques plasticos de capacidad de

1000 L, con oxigeno, donde eran transportados hasta €l laboratorio.

2.4.2. Aclimatacion v sembra dereproductores

La recepcion y aclimatacion de los reproductores se la realizd en tanques de cemento,
cubiertos con azulgjo, de color negro y con un volumen de 10 T. El proceso de
recepcion de animales, se realizo durante el transcurso de la mafiana y las primera horas

delatarde.

En €l caso del primer ensayo, debido a que las hembras provenian de una zona de baja

salinidad (15 ppt), la aclimatacion se realizd mediante un recambio minimo de agua
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durante una semana, para evitar una reaccion brusca en el metabolismo de los animales.
Una vez concluido el proceso de aclimatacion, se procedio a escoger los animales que

estaban listos para ser ablacionados y sembrados.

Para el segundo experimento, las hembras fueron mantenidas en los tanques de
recepcion durante una semana, para reducir el estrés producido por la transportacion.
Una vez concluido este proceso, se escogieron los animales que estaban listos para ser

ablacionados y sembrados.

En los dos experimentos realizados, un tanque de recepcion fue habilitado para
mantener 100 hembras, que posteriormente serian utilizadas para reemplazar aquellas

que salian del sistema.

En el caso de los machos, estos fueron mantenidos en los tanques de recepcion hasta su
traspaso hacia los tanques de maduracion. Ademés, los animales sembrados en los
tanques de maduracion, asi como el de reserva, en e segundo ensayo, fueron sometidos
a un periodo de aclimatacion de 15 dias, para que los animales se adapten a ingerir €l

pellet experimental, y la vez asimilen los nutrientes proporcionados por este alimento.
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2.4.3. Ablacion

Para los dos ensayos, la extirpacion del pedinculo ocular se realizo mediante el proceso
de corte y expulsion, realizando el corte en el 6rgano que presentara algun defecto. En

el pedunculo restante, se colocd un anillo numerado para identificar a la hembra.

2.4.4. Busqueda de |la hembra copulada

La busqueda de las hembras que han copulado en |os tanques de maduracion, seiniciaba
entre las19h00 y 21 h00. Para esto, con ayuda de una linternay una varilla de PVC, se
localizaron aquellas hembras que presentaban el espermatéforo adherido al télico. Esta
observacion se realizo gerciendo una leve presion, con ayuda de la varilla, sobre el
cefalotérax de la hembra, logrando que esta se voltee, pudiendo asi determinar si se
encontraba fertilizada o no. La pesca de las hembras copuladas, se realizo con la ayuda

de un chayo.

2.4.5. Desove

Las hembras copuladas fueron colocadas individualmente en los tanques de desove,
desde las 2 1 hOO hasta las 01 h0O, hora en que comenzaban a ser devueltas a sus

respectivos tanques de maduracion.
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2.4.6. Rutina diaria

Hora Actividad

08h00 Alimentacion

9h30 Conteo de nauplios, huevos no viables e infértiles de las tarrinas sembradas el
dia anterior Revision microscopica.
Conteo de huevos en tubos (muestra utilizada para calcular € namero de
huevos por hembra)

10h15 Siembra de huevos en tarrinas (muestra de 100 huevos para ser revisados el dia
siguiente)
Toma de temperatura del sistema experimental y tanques de proceso.
Pesaie de camarones muertos v recuperacion de anillos.

11h00 Alimentacion

11h15 Cosecha de zoeas sembradas en botellas.
Se agrega agas a botellas sembradas el dia anterior.
Preparacion de botellas para sembrar nauplios del dia (muestra general)

12h00 Sifoneo de tanques

12h45 Almuerzo

13h30 Alimentacion
Preparacion de tanaues de desove

13h45 Conteo y siembra de nauplios en botellas
Preparacion de tanaues de desove

14h30 Conteo de nauplios deformes (muestra de 50 nauplios fijados en lugol)

15h00 Alimentacion

15h15 Limpieza de materialesy area de trabajo

18h00 Corte de flujo de agua y aire

19h00 Busaueda de hembras coouladas

21h00 Captura de hembras copuladas y registro de desoves por tanque.
Restablecimiento de flujo de agua y aire en tanques de proceso.

01h00 Devolucion de hembras a los tanques de proceso.

03h00 Cosecha de huevos y traspaso a tanques de eclosion.
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2.5. PARAMETROS EVALUADOS

2.5.1. Muestreo de huevos

Los huevos fueron cosechados en baldes, con un volumen de agua de 15 L, y
desinfectados con Argentyne™ (producto comercial a base de yodo) por espacio de un
minuto a una concentracion de 100 ppm, con flujo continuo de aguay aireacion fuerte,

antes de ser colocados en los eclosionadores.

Para llevar un control de la cantidad de huevos producidos por desove, se tomaron 2
muestras de 10 mL de cada balde, donde se cont6 el numero de huevos presente en cada
muestra, para luego hacer el respectivo cllculo y determinar € total de huevos.
Ademés, de cada desove se tomaron muestras en tarrinas de 250 mL, las cuaes

sirvieron posteriormente para evaluar € resto de pardmetros.

2.5.2. Fecundidad v porcentaije de eclosion

Luego de aproximadamente 30 horas de ocurrido €l desove, se determind el porcentaje
de eclosién, huevos infértiles y no viables. Esto se realizd de una aicuota de 100

huevos, tomados de la muestra general, que fueron sembrados en tarrinas de 250 mL.
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2.5.3. Desarrollo larval

El porcentaje de metamorfosis, se midié tomando en cuenta la cantidad de nauplios que
[legaban a zoea 1. Para esto, de la muestra general obtenida de cada desove, se tomé
una muestra de 100 nauplios, los cuales fueron sembrados en botellas plasticas, a un
volumen de 1000 mL. Estos nauplios, se dgjaron en las botellas, por 48 horas para que
completen su desarrollo hasta zoea, habiéndoles suministrado Chaetoceros sp. (150,000
cel/mL) a las 24 horas de que se sembraron las botellas. Posteriormente, |as zoeas se
cosecharon al pasar el contenido de las botellas por un tamiz de 150 um, para luego
tomar una muestra de 30 zoeas a las que se midi6 la longitud en un proyector de

perfiles.

2.54. Calidad del espermatéforo y conteo de esperma

Una vez terminado cada experimento, se procedié a extraer manualmente los
espermatéforos, de una muestra de veinte machos por tratamiento, los cuaes fueron
pesados previamente. Luego, los espermat6foros extraidos fueron colocados en un tubo
eppendorf, con 1 mL de solucion salina y se macer6. Se tomd una alicuota del
macerado, y se hizo un conteo de los espermatozoides con el hemocitometro. El indice

espermatosomético (LES) se calculé mediante la formula:

IES = (peso del espermatéforo / peso del animal)* 1 OO0
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2.5.5. Indice Gonadosomatico v Hepatosomatico

Luego de concluido cada ensayo, se pesaron las hembras supervivientes, y se procedio
a su posterior diseccion, extirpandoles las génadas y el hepatopancreas, depositandose
cada muestra en pequefias bandegjas de aluminio taradas previamente en una balanza
analitica. Se determind el peso de cada muestra, y se procedio a realizar los caculos
para determinar € de Indice Gonadosomético (IGS) y e Indice Hepatosomatico(IHS),

mediante las siguientes formulas:
IGS = (peso de lagonada / peso del animal)* 100

IHS = (peso del hepatopancreas / peso del animal)* 100
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2.6. EVALUACION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion de cada ensayo, la distribucion de los reproductores en cada tanque
por tratamiento, se hizo en forma aleatoria, con €l objeto de evitar algun efecto sobre los

tratamientos debido alas variaciones presentadas en el peso de los animales.

En cada experimento, las hembras reproductoras fueron consideradas como réplicas, al
evaluar los pardmetros de produccién individual, tales como produccién de huevos,
nauplios y porcentaje de nauplios que llegaban a zoea 1. Igualmente, estas hembras

fueron utilizadas para calcular el tiempo de vida Util.

Por otra parte, los desoves también fueron considerados para evaluar el porcentaje de
fertilidad, porcentgje de eclosion, deformidad de nauplios, porcentaje de nauplios que

Ilegaban azoea 1y longitud de zoea 1.

Los datos obtenidos de cada experimento, fueron evaluados estadisticamente con
ANOVA (una via). Las diferencias significativas entre los tratamientos fueron

determinadas mediante la prueba de rango multiple de DUNCAN.

Ademas, en todos los casos se utilizé € andlisis de regresion lineal, para detectar la
influencia del peso de la hembra, orden del desove y tiempo de vida util sobre los

pardmetros evaluados, y asi incluir estas variables como covariantes.
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Los datos relacionados con las hembras productivas (# de huevos, # nauplios y # de
zoeas producidas), fueron evaluados con ANCOVA, para eliminar el efecto de los

factores anteriormente mencionados en la variabilidad observada

Para redlizar las evaluaciones de los datos obtenidos, se utilizaron los programas

estadisticos Data Desk y STATISTICA.
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3. RESULTADOS

3.1. EXPERIMENTO 1

Para este experimento, la poca cantidad de datos obtenidos, ademas de no tener una
distribucion normal, y que no se hayan cumplido todas las asumciones para €l anadisis
de varianza (ANOVA), fueron motivos para que no se pudiera realizar una estadistica
confiable, que hubiera podido ayudar a detectar diferencias significativas entre los

tratamientos evaluados.

El nUmero de reproductores supervivientes (tabla 4), se realizé tomando en cuenta el
total de reproductores reportados al inicio del ensayo, asi como aquellos utilizados para
repoblar, es decir, aquellos animales que reemplazaron a los que salieron del sistema de

produccion, ya sea por muerte o pérdida.



Tabla 4. Supervivencia de |os reproductores

Tratamientos

A B c

Hembras sembradas 236 199 197
Machos sembrados 90 80 80
Hembras supervivientes 44 44 49
Machos supervivientes 53 55 56
Hembras (%) 12+15 12436 12426

(44) (44) (49)
Machos (%) 65+ 4.9 74+ 3.2 81 +£23

(53) (55) (56)

Los nimeros entre paréntesis representan el niimero de observaciones con que se realiz6 € andlisis
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Para el resto de pardmetros gque fueron evaluados, se calculo el tiempo de vida Util de

cada hembra ((dias de supervivencia post-ablacién/dias de duracion del

experimento)*100), con el objeto de reducir la variabilidad presentada por los

reemplazos que fueron efectuados.

Cabe indicar que en este experimento, se establecid una correlacion (ver tabla 5) entre

los pardmetros de evaluacion y variables como el peso, orden del desovey el tiempo de

vida util, y se pudo observar, que no habia relacion entre estas variables y los

parametros evaluados
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Tabla 5. Resumen de las regresiones obtenidas entre las covariantes y |os parametros de

evaluacion: existe correlacion (+); no existe correlacion (-)

Tratamientos

Tipo de correlacion A B C

Orden. del desove-Huevos producidos -
Peso-Huevos producidos -
Supervivencia.-Huevos producidos -
Orden del desove-Nauplios producidos -
Peso-Nauplios producidos
Supervivencia-Nauplios producidos

Orden del desove- %Zoeas

Peso-% Zoeas

Supervivencia-%Zoeas

Como efecto de lo descrito anteriormente, y ante la poca cantidad de datos obtenidos,
los resultados estadisticos presentados en las tablas 6 y 7, no presentan diferencias

significativas (p > 0.05) entre |os tratamientos eval uados.



Tabla 6. Tamario y calidad de los desoves

Tratamiento
A B C

Huevos/ desove (x10%) 146.1+ 82.4" 125.8 + 106.6" 133.9+73.2*

(21) (17) (15)
Huevos fértiles (%) 588+317 53.9+28.6 53.4+ 39.5"

(17) (13) (12)
Eclosion (%) 65.4 £ 26.2" 62.3+18.4" 61.4+ 321"

(14) (1 (8)
Zoeal (%) * 773194 74.6 + 30.7" 62.7 £ 33.7"

) (7 4

Los nimeros entre paréntesis representan el niimero de observaciones con que se realizo el andisis

* Constituye e porcentaje de nauplios que llegaron a zoea 1

Tabla 7. Resultados de produccion por hembra

Tratamientos

A B C

Huevos (x 10%) 205.4 + 193.6' 186.7£170.9°  209.9+ 110.7"

(15) (12) (10)

Nauplios(x10%) 171.8+ 181.7" 113.8+78.2 102.8 + 86.6"
) ) (7)

Zoeal (x10%)* 1401 1816" 76.5+ 76.7" 109.8 + 138.9”
(6) (7) 3)

Los nimeros entre paréntesis representan €l nimero de observaciones con que se realizo € andlisis

Constituye la cantidad de nauplios que llegaron azoea 1
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En cuanto alos resultados de produccion total por tratamiento (figura 4), se puede
observar que la produccion de huevos obtenida en los tratamientos A y B, es
ligeramente superior que en € tratamiento C (control). Sin embargo, la produccion de
nauplios y zoeas es mucho mayor en estos tratamientos que en e control (tratamiento
C), denoténdose asi un posible efecto positivo de las dietas secas al sustituir los

alimentos frescos

W # Huevos
| # Nauplios
| # Zoeast

PRODUCCION

TRATAMIENTOS

Figura 4. Produccion total por tratamiento.

Sin embargo, por lo observado en los resultados de produccion generd, se desarrollé un
segundo experimento, para verificar si existio un efecto positivo sobre los reproductores

al sustituir de los alimentos frescos con dietas secas.



3.2. EXPERIMENTO 2
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En este experimento podemos observar que, la supervivencia fue mayor que la

presentada en el experimento anterior, originandose por una mejor calidad de los

reproductores. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos (p > 0.05).

Tabla 8. Supervivencia de |os reproductores

Tratamientos

A B C
Hembras sembradas 124 136 104
Machos sembrados 99 100 100
Hembras supervivientes 44 35 49
Machos supervivientes 73 68 66
Hembras (%) 355+ 212 26.5 £ 12.02 43 £1.41
(44) (35) (49)
Machos (%) 74+ 0.00 68 + 8.49 66 £ 5.66
(73) (68) (66)

Los nimeros entre paréntesis representan el nimero de observaciones con que serealiz6 d andlisis

Para el resto de parametros que fueron evaluados, se calculo el tiempo de vida util de

cada hembra ((dias de supervivencia post-ablacion / dias de duracion del

experimento)*100), con el objeto de reducir la variabilidad presentada por los

reemplazos que fueron efectuados.
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Ademés, al igual que el experimento anterior, se utilizaron como variables
independientes el orden del desove, el peso y el tiempo de vida Util de las hembras, para
ser correlacionadas con €l resto de pardmetros (ver tabla 9), encontrdndose asi, una
influencia del orden del desove sobre los demas parametros evaluados, en especial sobre

aquellos resultados obtenidos por hembra productiva.

Tabla 9. Resumen de las regresiones obtenidas entre las covariantes y 1os parametros de

evaluacion por hembra productiva: si existe correlacion (+); no existe correlacion (-).

TRATAMIENTOS

Tipo de correlacion A B C

Orden del desove-Huevos producidos +

Peso-Huevos producidos

Supervivencia-Huevos producidos

Orden del desove-Nauplios producidos - +
Peso-Nauplios producidos

Supervivencia-Nauplios producidos

Orden del desove- %Zoeas +

Peso-% Zoeas

Supervivencia-%Zoeas

De acuerdo alo observado en latabla 9, el orden del desove se encuentra correlacionado
con los parametros de produccion de huevos, nauplios y zoeal. Esto se determiné de
acuerdo a los valores de p y r* calculados durante el andlisis de regresion linea (ver

Anexos), con lo que se consideré al orden del desove como covariante de los
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pardmetros descritos anteriormente, y la utilizacion del analisis de covarianza

(ANCOVA) parala prueba estadistica correspondiente.

Tabla 10. Resultados de produccion por hembra productiva

Tratamientos

A B C
# de hembras 25 31 25
Desoves/dia 0.04 + 0.19" 0.05 + 0.23" 0.06 + 0.44’
Huevos (x10*) 239.2+211.8®° 42522004 282.1 + 187.5°

Nauplios (x 1 0*)

Zoeal *( x10%)

222 4 + 223 .9%°

153.2 + 201.6®

341.6 + 195.9°

254.2 + 169.9°

206.2 £ 172.5

130.6 + 132.2

Los nimeros entre paréntesis representan €l niimero de observaciones con que serealizé € andlisis

Las observaciones marcadas con letras comunes dentro de una mismafila, no son significativamente

diferentes (p-0.05)

* Congtituye la cantidad de nauplios que llegaron a zoea 1

De acuerdo a andlisis estadistico realizado, no se encontraron diferencias significativas

entre los tratamientos A y B (p > 0.05), en cuanto a la produccion de huevos, nauplios y

la cantidad de zoeas 1 obtenidas. Sin embargo, entre los tratamientos B y C, se pudo

observar que en estos mismos parémetros, el tratamiento B fue superior (p < 0.05).
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Tratamiento
A B. C
Huevos/ desove 192254 £88310" 231236 £109628" 195889 + 89436°
(39) (57) (36)
% de huevos fértiles 75.9 £27.0" 83.17 £24.15° 75.22 + 30.63"
(39 (57) (36)
% de eclosion 74.72 £ 27.50" 81.14 + 25.66* 72.50 £33.09"
(39) (57) (36)
% Zoeal* 77.77 £ 19.42" 69.19 £ 20.21" 77.15 + 20.82"
€2)) (52) (31)

Los nimeros entre paréntesis representan €l nlmero de observaciones con que se realizd el andlisis

L as observaciones marcadas con letras comunes dentro de una mismafilano son significativamente

diferentes(p>0.05)

* Constituye el porcentaje de nauplios que llegaron azoeal

La tabla 11 no presenta diferencias significativas entre tratamientos (p > 0.05), en

cuanto a los parametros de calidad de los desoves (huevos fértiles, eclosion y % de

nauplios que llegan zoea 1).
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Figura 5. Produccion total por tratamiento

Lafigura 5 demuestra que los resultados totales de produccion del tratamiento B, son
superiores alos del tratamiento A y C, con lo que se comprueba que si existié un efecto
de las dietas secas sobre |os reproductores, tal como fue observado en el anterior

experimento.

Tabla12. Andlisis de calidad de machos

Tratamientos

A B C
NUmero de machos 20 20 19
” b 1
Conteo de esperma (x 1 06) 7.72+4.16 12.02+6.24 6.23+5.69
IES * 1.13+0.48" 1.67 + 0.53" 1.01+£0.33"

« Indice espermatosomatico (peso del espermatdforo / peso del camardn)

Lasobservaciones marcadas con letras comunes dentro de una mismatila no son significativamente
diferentes (p-0.05)
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Diferencias significativas (p < 0.05), denotan que el tratamiento B es superior a los
tratamientos A y C en cuanto a la cantidad de esperma presente en e espermatoforo.
Sin embargo, estas diferencias entre tratamientos (p > 0.05), no pudieron ser observadas

en lo que respecta a indice espermatosomético.
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DISCUSION TECNICA

La implementacion de dietas que permitan mejorar € rendimiento reproductivo de los
camarones peneidos (Harrison, 1997), ha sido fuente de investigacion durante las
ultimas dos décadas. Estudios realizados por Chamberlain y Lawrence (1981), Bray et
al. (1990) y Nascimento et al. (1991), demostraron la importancia de los alimentos
frescos para la maduracion y reproduccion de camarones. Entre estos alimentos
tenemos calamar, ostra, mejillon y poliqueto, considerandose este ultimo como € mas
importante dentro de las dietas de maduracion (Bray & Lawrence, 1992) debido a su
potencial nutricional que cubria la mayor parte de los requerimientos nutricionales de

los camarones en estado reproductivo.

Sin embargo, debido a la inconstante disponibilidad, asi como el ato costo de los
alimentos frescos, se han buscado alternativas que permitan suplantar o permitan
disminuir la utilizacién de los mismos, como |o demostraron Galgani et al. (1989a,b),
Verstraete et al. (1995) y Denece et al. (1998), quienes lograron reemplazar de forma

efectiva parte de los alimentos frescos con dietas formuladas.

Por otra parte, Naessens et al. (1997) sustituyeron el poligueto con biomasa de Artemia
congelada y observaron que el potencial reproductivo de los camarones se vio
incrementado. Asimismo, investigaciones realizadas en CENAIM, por Wouters et al.
(1997) e Hidalgo (1997) demostraron el potencial de la Artemia adulta en la maduracion
y reproduccion de Penaeus vannamei, lo que llevo aincluir a la Artemia dentro de las

dietas artificiales, como harina liofilizada. Recientes ensayos realizados por Wouters et
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al. (1999) demostraron que con lainclusion de harina de Artemia en las dietas secas, se
puede sustituir hasta el SO% de los alimentos frescos utilizados en el régimen
alimenticio. En e presente estudio, realizado a nivel comercial, ademéas de comprobar
la sustitucion de los alimentos frescos (biomasa de Arfemia y poliqueto) con la dieta que
incluia harina de Artemia, se pudo observar un efecto positivo en los animales que se

encontraban bagjo este tratamiento.

En los dos experimentos realizados para esta investigacion, no se pudieron observar
diferencias significativas en lo referente a los datos generales de produccion. Esto
ocurrio, debido a que las condiciones de experimentacion no fueron del todo favorables,
en especial para el desarrollo del primer experimento, donde la calidad de los animales
y lavariacion de parametros en el sistema experimental, fueron factores que impidieron
gue se generen resultados que permitan la deduccion de conclusiones. De todos modos,
S se pudo observar un efecto de las dietas secas sobre los reproductores de los
tratamientos A y B, en e primer experimento, donde la produccion total de huevos,
nauplios y zoeas, se vié incrementada con respecto a la produccion del tratamiento C

(control).

Para €l segundo experimento, se logré llevar un mejor control del sistema, y se observo
gue la produccion total de los animales del tratamiento B (inclusion de harina de
Artemia), fue superior ala produccién obtenida por el tratamiento A y el tratamiento C.
Estos resultados, al igual que los obtenidos por Zambrano (1999), demuestran la
factibilidad de la utilizacion de dietas secas, como sustitutos de los aimentos frescos

para reproductores.
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Por otra parte, en las pruebas llevadas por Denece et al. ( 1998) con P. stylirostris, se
pudo observar un aumento en el porcentgje de fertilidad y el nimero de huevos por
desove, a realizar la sustitucion del 50% de los alimentos frescos con una dieta seca.
Sin embargo, en e ensayo realizado por Verstraete et al. (1995), este aumento de la
cantidad de huevos producidos por desove, no fue observado en los animales
alimentados con la dieta seca, como similarmente ocurrié en el primer ensayo de este

trabajo.

En lo que respecta a los parametros de calidad de los desoves, durante €l primer ensayo,
s hubieron indicativos que se puede sustituir el 50% de los alimentos frescos, con una
dieta artificial, tal como ocurri6 en €l trabajo realizado por Zambrano (1999). Por otra
parte, en e segundo experimento, se noto un efecto positivo de la dieta artificial,
utilizada en el tratamiento B, sobre el rendimiento reproductivo de los animales, en lo
gue respecta a la cantidad de huevos, nauplios y zoeas producidas por hembra
productiva. Estos resultados son un indicativo del aporte nutricional de la harina de
Artemia, S se relaciona con las investigaciones en las que se utilizo biomasa de Artemia
como suplemento alimenticio, y en las que se encontraron diferencias significativas

similares alas encontradas en este experimento.

Diferencias significativas entre e tratamiento B, y los tratamientos A y C fueron
encontradas en cuanto a la produccion de esperma.  Sin embargo, la cantidad de

esperma no fue muy ata, en comparacion con los ensayos realizados por Hidalgo



(1997), donde €l conteo de espe ma e |0s tres tratamientos tuvo un rango entre 11y 30

millones de células por mitii.ro.

Altas mortalidades ocurridas en las hembras silvestres, en comparacion a los machos,
han sido observadas en pruebas anteriores, y se han atribuido en parte al manipuleo
durante la ablacién, la revision del desarrollo de los ovarios y la seleccion de las
hembras que van a desovar. Por otra parte, Bray et al. (1990) indica que a menos €l
25% de las hembras ingresadas a un sistema de maduracién mueren antes de la copula o
el desove. En los dos experimentos realizados durante este trabgo, €l porcentaje de
mortalidad fue mucho mayor que lo indicado anteriormente, considerdndose como

factor influyente en las mortalidades producidas, el manejo del sistema productivo.



CONCLUSIONES

Una vez concluidos los dos experimentos, y habiéndose finalizado la correspondiente

evaluacion estadistica, se hallegado alas siguientes conclusiones:

El rendimiento reproductivo de Penaeus vannamei, sobre los pardmetros por hembra
productiva, se vié mejorado a incorporar dietas artificiales experimentales, que
sustituyeron el 50% de los alimentos frescos.  Ademés, se pudo comprobar que es

posible lograr unatotal independencia del poliqueto y biomasa de Artemia congelada.

La inclusion de un suplemento de harina de Artemia, en las dietas artificiales, se

constituye en un aporte importante para la maduracién y reproduccién de P. vannamei.
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RECOMENDACIONES

Es necesario proseguir con investigaciones que permitan mejorar la formulacién de
dietas artificiales, o0 adicionar nuevos ingredientes, tales como hormonas, que permitan a

futuro diminar los efectos de la extirpacion del pedinculo ocular.

Comprobado € efecto positivo sobre la reproduccién, de las dietas artificiales que
incluyen harina de Artemia liofilizada, se podria verificar s estas dietas son capaces de
mantener un buen rendimiento reproductivo de los camarones, durante un tiempo mayor
a utilizado en sistemas de maduracioén; es decir, tratar de evitar € agotamiento de los
reproductores, en especial las hembras, que han sido sometidas a un continuo proceso

de reproduccion.

Es recomendable lograr en un corto plazo, la determinacion los niveles Gptimos de
inclusion de harina de Artemia en dietas formuladas, ademas de analizar totalmente su
contenido de nutrientes, y asi encontrar aguellos nutrientes y/o factores estimulantes de

la harina de Artemia, responsables del efecto positivo observado.
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