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1. RESUMEN

Se evalu6 el efecto de los esteroides anabdlico-androgénicos, que componen el Sostenon
250, durante un periodo de 60 dias en los indicadores del crecimiento (peso, talla,
contenido de metabolitos y nimero de mudas), requerimientos de energia (tasa metabdlica
de rutina) y supervivencia, en juveniles del acocil Cambarellus (Cambarellus) montezumae.
No se encontraron diferencias significativas en los indicadores antes mencionados entre los
diferentes tratamientos: Control 1 (solo Camaronina), Control 2 (Camaronina con
soluciones vehiculo), Hormona 1 (15 pg/0.02 g de dieta) y Hormona 2 (30 ug/0.02 g de
dieta). Los tratamientos Control 1 y Control 2, fueron los que presentaron un mayor
nimero de mudas, una ganancia de peso mas elevada asi como porcentajes de
supervivencia altos. Sin embargo, en los tratamientos experimentales Hormona 1 y
Hormona 2, se observé un mayor consumo de oxigeno, asi como un contenido mas elevado
de proteinas y glucosa, que en los tratamientos Control 1 y Control 2. Estos resultados nos
indican el posible efecto promotor del crecimiento, maduracién y elevacion de la tasa

metabdlica en juveniles de esta especie por los esteroides del Sostenon 250.

Contribucion No. 150. (Tesis de Licenciatura). Laboratorio de Acuacultura y Produccion

Acuética. Departamento de Biologia Comparada. Facultad de Ciencias, UNAM. (2013).



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

2. INTRODUCCION

La diferenciacién sexual y reproduccion en vertebrados macho son reguladas por distintos
péptidos y hormonas esteroides provenientes de varios 6rganos endocrinos; a diferencia de
esto, en los crustaceos asi como en otros grupos de invertebrados, se conoce muy poco
acerca de la funcion o incluso de la existencia de hormonas que regulen la diferenciacion
sexual o la fisiologia reproductiva masculina. El control hormonal de la reproduccion ha
sido estudiado principalmente en las hembras y solamente en unos pocos crustaceos, tales
como la langosta Americana Homarus americanus y el acocil Procambarus clarkii, en los
que varias hormonas de muchos drganos neuroenddcrinos y endocrinos, desempefian
papeles clave en el control del desarrollo gonadal y las caracteristicas sexuales secundarias

(Van Herp y Soyez, 1997; Chen et al., 2003).

Ademas de los agentes hormonales, diversos factores ambientales, fisico-quimicos y
nutricionales, desempefian papeles fundamentales en los procesos fisiologicos de la

maduracion gonadica (Van Beek y De Loof, 1988).

En la mayoria de las especies de crustaceos, la induccion de la maduracién es realizada a
través de la técnica de la ablacién de los pedunculos oculares (Quackenbush, 1991), este
procedimiento remueve la fuente de la hormona inhibidora de la génada (GIH por sus siglas
en inglés), el complejo neuroenddcrino érgano-X-glandula sinusal (XO-SG por sus siglas
en inglés) (Brown y Jones, 1949). Aunque esta técnica es empleada cominmente alrededor
del mundo por sus beneficios a corto plazo, se han reportado efectos colaterales no
deseados tales como deterioros en la freza, en los reproductores y en la calidad y cantidad

de larvas producidas debido a su uso (Emmerson, 1980; Chamberlain, 1985; Primavera,
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1985; Makinouchi y Primavera, 1987; Tsukimura y Kamemoto, 1991; Aktas y Kumlu,

1999).

En el camaron Penaeus canaliculatus, las hembras ablacionadas desovaron mas
frecuentemente que las hembras intactas, pero el nimero de huevos y la eclosidén fueron
mayores en las hembras intactas (Choy, 1987). Ademas, la remocidn del pedinculo ocular
no es una técnica favorable para utilizarla como una practica estdndar en la acuacultura

(Abdu et al., 2001).

Debido a lo anterior, muchos cientificos y acuacultores estan optando por alternativas, no
traumaticas, en la manipulacion endocrinoldégica para la induccion de la reproduccion.
Algunas técnicas alternativas han sido el control de factores ambientales como la
temperatura, el fotoperiodo y la salinidad para modificar los niveles hormonales, la
administracion de anticuerpos para la GIH, neurotransmisores como la serotonina y la
espiperona y los esteroides progesterona y estradiol (Chang y Mulder, 2001; Fanjul-Moles,
2006; Mazurova et al., 2008; Nagaraju, 2007; Nagaraju y Borst, 2008; Treerattrakool et al.,
2008). Por otra parte, Kulkarni y cols. (1979) indujeron el desarrollo ovarico con
progesterona en el camarén Parapenaeopsis hardwickii y Yano y cols. (2000) estimularon

con 17B-estradiol, in vitro, la sintesis de vitelogenina en fragmentos ovéricos del acocil.

Evaluadas en conjunto, estas herramientas biotecnoldgicas podrian constituir alternativas
viables para la conservacién o para la produccion comercial de algunas especies acuaticas
que se encuentren amenazadas y que tengan aceptacion entre la poblacion, como es el caso

del acocil Cambarellus (Cambarellus) montezumae.
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2.1. Biologia de la Especie
2.1.1. Taxonomia

En la actualidad, existen en el mundo alrededor de 550 especies de acociles clasificadas en
tres familias: Parastacidae, Astacidae y Cambaridae. En México, los acociles nativos de la
familia Cambaridae se dividen en tres géneros: Cambarellus (de Saussure, 1857);
Orconectes Cope, 1872 y Procambarus Ortman, 1905 (Alvarez y Rangel, 2007). Dentro
del género Cambarellus, se agrupan 10 especies (Gutiérrez y Morales, 2000), entre ellas
Cambarellus (C.) montezumae, la cual se ubica en la siguiente clasificacion taxonémica,

segun Hobbs (1989):

Subphylum | Crustacea Briinmich, 1722
Clase Malacostraca Latreille, 1802
Orden Decépoda Latreille, 1802
Infraorden Astacidea Latreille, 1802
Superfamilia | Astacoidea Latreille, 1802
Familia Cambaridae Hobbs, 1942
Subfamilia Cambarellinae Laguarda, 1961
Género Cambarellus Ortmann, 1905
Subgénero Cambarellus Ortmann, 1905

Especie Cambarellus (Cambarellus) montezumae Saussure, 1857
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2.1.2. Distribucion y Habitat

C. (C.) montezumae es una especie endémica de México que se encuentra distribuida en
gran parte del pais; abarca desde el lago de Chapala, Jalisco, hacia el este, hasta los lagos
crater de Puebla (Rojas et al., 2002). Se le encuentra asociada a las raices de la vegetacion
riparia de cuerpos de agua continentales como arroyos, canales, presas, rios, bordos y lagos

(Alvarez y Rangel, 2007).
2.1.3. Alimentacion

Los acociles presentan una alimentacién omnivora, se alimentan de microalgas, pequefios
crustaceos, peces, insectos, moluscos, restos de animales muertos y cuando el alimento
escasea se puede observar canibalismo (Civera y Cruz, 1982). Sin embargo, se ha sefialado
que la mayor parte de la dieta de estos organismos consiste de detritus enriquecido

microbioldégicamente (Avault Jr., 1983).
2.1.4. Dimorfismo Sexual

Entre los acociles existe un marcado dimorfismo sexual; las hembras en estado adulto son
de mayor tamafio, con las quelas del primer par de perei6podos gruesas y cortas, el
abdomen es ancho para portar los huevecillos, los gonoporos se encuentran en los
coxopoditos del tercer par de pereiépodos y entre las coxas del quinto par de pereiépodos
presentan una estructura en forma de herradura llamada annulus ventralis, mientras que los
machos son mas pequefios, las quelas del primer par de pereiépodos son largas y esbeltas,
presentan pequefios ganchos en los isquiopoditos del segundo y tercer par de pereiépodos,
los gonoporos se encuentran en el quinto par de pereiépodos, sus dos primeros pledpodos

estdn modificados para la reproduccion, tienen la forma de (Y) y son utilizados para
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efectuar la copula; el segundo par de pledpodos es mas largo que los demas y son

empleados para transferir los espermatoforos al annulus ventralis (Civera y Cruz, 1982).

El ciclo de vida de los Cambéaridos machos se caracteriza porque estos presentan dos
formas alternantes, el cambio de una forma a otra ocurre durante las mudas semianuales. La
forma I (F 1) o forma sexual activa se presenta durante la Gltima muda juvenil y se
caracteriza por ser mas agresiva y por el crecimiento, endurecimiento y coloracion del
primer par de ple6podos. El primer par de quelipedos es grande y los vasos deferentes estan

llenos de espermatidas. La forma Il (F I1) es sexualmente inactiva (Civera y Cruz, 1982).
2.1.5. Aparato Reproductor Masculino

El testiculo es un drgano impar, situado arriba y atras del hepatopancreas y debajo del
corazon; se conforma por tres l6bulos, dos anteriores y uno posterior. En el punto de union
de los tres lébulos parten conductos deferentes largos, estrechos y sinuosos que abren en los

gonoporos de las coxas del quinto par de pereiépodos (Civera y Cruz, 1982).

Los lébulos presentan vesiculas esferoidales formadas por las dilataciones de las
extremidades y de las paredes de los tdbulos seminiferos; parte de las células que
conforman cada vesicula, durante la temporada de la reproduccion, se multiplican y
experimentan la espermatogénesis y la espermiogénesis. Después de haber experimentado
estos procesos, los espermatozoides llegan a los vasos deferentes en donde son bafiados por

secreciones para conformar los espermatoforos (Civera y Cruz, 1982).
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2.1.6. Aparato Reproductor Femenino

El ovario es un 6rgano trilobulado ubicado abajo y delante del corazén, entre el seno
pericardico y el tubo digestivo; de los tres l6bulos que lo conforman, dos son
anterolaterales y uno medio posterior. A cada lado de los I6bulos anteriores y ventralmente,
parten los oviductos que desembocan en las coxas del tercer par de pereidpodos. El ovario
esta formado por un epitelio de células cubicas con nicleo pequefio y cromatina compacta;
entre ellas se encuentran las ovogonias que se distinguen por su forma redonda, citoplasma
claro y nucleo grande con cromatina reticular laxa. Las ovogonias al crecer arrastran
consigo las células epiteliales de las paredes del ovario, formando una capa de células
aplanadas entorno de cada ovogonia. Cuando las ovogonias llegan a su etapa final de
madurez se transforman en 6vulos aptos para la fecundacion y se proyectan hacia la luz del

tubo ovarico (Civera y Cruz, 1982).
2.2. Endocrinologia de Crustaceos
2.2.1. Sistema Enddcrino

El sistema enddcrino en crustaceos consiste de o6rganos endocrinos y 0Organos
neuroendocrinos. En los decapodos los drganos enddcrinos comprenden el drgano
mandibular (MO), el érgano-Y (YO), la glandula androgénica (AG), las gonadas (Go), el
6rgano pericardico (PO) y el hepatopancreas (Hp); los érganos neuroenddcrinos son el
complejo 6rgano-X-glandula sinusal (XO-SG), el érgano post-comisural (PCO), el cerebro
(B) y los ganglios estomatogastricos (STG) (figura 1) (Duran-Lizarraga et al., 2008). Las
diferentes hormonas liberadas de los drganos enddcrinos y neuroenddcrinos incluyen

péptidos, esteroides, aminas, terpenoides y prostaglandinas (Vogt, 2002).
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Figura 1. Posicion anatomica de los diferentes 6rganos enddcrinos y neuroendécrinos en el
cefalotérax de un crustdceo decdpodo. Los organos enddcrinos: glandula androgénica (AG);
gonadas (Go, ovarios o testiculos); hepatopancreas (Hp); 6rgano mandibular (MO); 6rgano
pericardico (PO) y o6rgano-Y (YO); los 6rganos neuroenddcrinos: complejo érgano-X-glandula
sinusal (XO-SG); cerebro (B), d6rgano post-comisural (PCO) y los ganglios estomatogéstricos
(STG). La retina (R) es marcada con un signo de interrogacion, indicando la posibilidad de producir

péptidos. Tomado de Duran-Lizarraga y cols. (2008).

2.2.2. Control Hormonal de la Muda y el Crecimiento
2.2.2.1. Ecdisteroides

En todos los artropodos, el crecimiento depende del proceso de la muda, por ello es
importante comprender los mecanismos que determinan el inicio y la frecuencia de este
proceso. En crustéaceos, las glandulas ecdisiales u rganos-Y, que estan situados justo detras

del eséfago, son la fuente principal de las hormonas de la muda, los ecdisteroides.

Aunque estas hormonas esteroides se encargan principalmente de la muda, también

participan en diferentes procesos como el desarrollo embrionario, la diapausa, la formacién
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de cuticula, reproduccion y el crecimiento (Hagedorn, 1985; Skinner, 1985; Koolman,
1989; Spindler, 1989; Jegla, 1990; Lachaise, 1990; Lachaise et al., 1993; Chang, 1993,

1997; Charmantier et al., 1997; Subramoniam, 2000).

En la actualidad, son conocidos varios ecdisteroides de crustaceos. Algunos ejemplos son:
ecdisona, 2-deoxi-20-hidroxiecdisona, 25-deoxi-20-26-dihidroxiecdisona, 24-metil-20-
hidroxiecdisona, 25-deoxi-20-hidroxiecdisona, 25-deoxiecdisona y 3-dehidroecdisona.
Estos ecdisteroides son secretados a la hemolinfa para posteriormente ser transformados en
20-hidroxiecdisona por medio de una 20-hidroxilasa, que se encuentra presente en la
epidermis y otros dérganos y tejidos (Lachaise y Feyereisen, 1976; Chang y O’Connor,
1978; Lachaise y Lafont, 1984; Snyder y Chang, 1991; Lachaise et al., 1993; Bocking et
al., 1995; Spaziani et al., 1997). La 20-hidroxiecdisona es abundante en dichos tejidos asi
como en la hemolinfa, y podria constituir la forma final activa de las hormonas de la muda

(Spaziani et al., 1994).

La concentracién circulante de la 20-hidroxiecdisona varia ampliamente a través de las
etapas del ciclo de muda. Inmediatamente después de la ecdisis, ésta es muy baja,
permaneciendo asi durante la intermuda. Una elevacién repentina ocurre durante la
premuda seguida por una caida en forma abrupta justo antes de la muda (Petriella y Boschi,
1997; Huberman, 2000). Es por esto que se sugiere que hay una relacion directa entre los

ecdisteroides y el ciclo de muda.
2.2.2.2. La Hormona Inhibidora de la Muda (MIH)

El sistema neurosecretor del pedinculo ocular lo conforman neuronas peptidérgicas que se
agrupan para formar el 6rgano-X (XO por sus siglas en inglés) y sus terminales bulbosas
axonicas que constituyen la glandula sinusal (SG por sus siglas en inglés), la cual es un
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6rgano neurohemal que libera una gran cantidad de hormonas peptidicas, incluyendo la
hormona inhibidora de la muda (MIH por sus siglas en inglés). EI XO y la SG conforman el

complejo XO-SG.

En animales intactos en etapa de intermuda, la actividad de sintesis de ecdisteroides por el
organo-Y, puede ser suprimida por la secrecién de la MIH. Muchos estudios han
demostrado que la extirpacion quirtrgica del pedunculo ocular resulta en la produccion de
20-hidroxiecdisona por el érgano-Y y por lo tanto en el inicio y acortamiento del intervalo
del ciclo de la muda, mientras que la implantacion de los contenidos del pedinculo ocular
restablece dicho intervalo. Se ha reportado que en cangrejos del género Carcinus, al entrar
al estado de anecdisis permanente, el proceso de la muda puede ser inducido por la ablacién
del peddnculo ocular. Lo que restringe el funcionamiento de los drganos-Y durante la
anecdisis permanente, probablemente se debe a que hay una elevada actividad de la MIH

(Carlisle, 1957).

Mattson y Spaziani (1985) demostraron mediante estudios in vitro, que la MIH es capaz de
inhibir la produccién de ecdisteroides por los 6rganos-Y de una manera dosis-dependiente.
Spaziani y cols. (1994) encontraron que la liberacion de la MIH, promovida por la
inyeccion de serotonina (5HT), disminuye los niveles hemolinfaticos de ecdisteroides en el
cangrejo Cancer antennarius. Por otro lado, se demostré que los niveles elevados de
ecdisteroides ejercen un efecto de retroalimentacion positiva, inhibiendo la liberacion de la
MIH de la SG, pero no su sintesis en el XO. Otros estudios, realizados en muchas especies
de decapodos, han revelado que las inyecciones con extractos pedunculares extienden el
ciclo de muda. Estos resultados demuestran la funcion inhibidora de la MIH (Skinner,

1985).
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2.2.3. Control Hormonal de la Reproduccion en Crustaceos Machos
2.2.3.1. Ecdisteroides

Diversos estudios han reportado que las hormonas de la muda (ecdisteroides) son
importantes reguladores de la reproduccion de las hembras en crustaceos (Subramoniam,
2000; Chang y Kaufman, 2005). Sin embargo, se conoce muy poco acerca de estas
hormonas esteroides en la reproduccion de los machos. En el cangrejo Carcinus maenas, se
encontré evidencia que indica que hay una elevacion de ecdisteroides hemolinfaticos
coincidente con las etapas iniciales de la gametogénesis tales como mitosis oogoniales y
espermatogoniales (Arvy et al., 1956). Estudios in vitro, como los realizados por Matlock y
Dornfeld (1982), han demostrado que las células de la vaina de los testiculos del isépodo
Idotea wonsnesenskii, incrementaron la sintesis de DNA después de 2-3 dias de haber sido

cultivadas con 20-hidroxiecdisona.

Brody y Chang (1989) notaron que las espermatogonias de la langosta Homarus
americanus, expuestas a 20-hidroxiecdisona, proliferaban. En el langostino
Macrobrachium rosenbergii, se cultivaron los testiculos con 20-hidroxiecdisona y se
observé un incremento significativo en la incorporacién de timidina radiomarcada (Sagi et
al., 1991). Algunos reportes implican circunstancialmente a los ecdisteroides en la

reproduccion masculina.

En un estudio reciente, Parnes y cols. (2006) descubrieron un mecanismo dependiente de la
muda por el cual el esperma viejo es periodicamente removido del sistema reproductor de
especimenes macho de Litopenaeus vannamei. Asi, se demostré que los camarones macho
atraviesan ciclos reproductivos que estan estrictamente asociados a los ciclos de muda, los
que a su vez, estan hormonalmente regulados. Los espermatéforos de intermuda intactos
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fueron desechados durante la premuda, y un nuevo par de espermatéforos aparecieron en

las &ampulas después de la muda de los machos.

2.2.3.2. La Glandula Androgénica (AG) y la Hormona de la Glandula Androgénica

(AGH)

En la mayoria de los Malacostraca (anfipodos, isépodos y decapodos), la posicién de la
glandula androgénica (AG por sus siglas en inglés) es constante; ésta se encuentra en la
porcion terminal o subterminal del vaso deferente (Charniaux-Cotton, 1964). Cronin (1947)
fue el primero en descubrir la AG en el cangrejo azul Callinectes sapidus y posteriormente
Charniaux-Cotton (1954) sugirid, que la AG era el 6rgano regulador de la espermatogénesis

y la diferenciacidn sexual masculina en el anfipodo Orchestia gamarella.

Charniaux-Cotton (1964) después de realizar la remocion de la AG en un macho, observé
que la espermatogénesis disminuia. Estas observaciones fueron confirmadas en el is6podo
Armadillidium vulgare (Legrand, 1955). En hembras del langostino M. rosenbergii la
implantacion de esta glandula provocd la masculinizacion e iniciacion de la

espermatogénesis (Nagamine et al., 1980a, 1980b).

La AG es la responsable de la sintesis y secrecién de la hormona androgénica u hormona de
la glandula androgénica (AH o AGH por sus siglas en inglés) (Demeusy, 1967). En los
isopodos de los géneros Porcellio e Idotea, la AGH es requerida para la continuacion de la
espermatogénesis, mientras que en otros como del género Helleria solamente parece tener
un efecto estimulante (Reidenbach, 1971). La regulacion de la secrecidén de esta hormona
por parte de la AG es realizada por las secreciones del complejo neuroendécrino XO-SG

(Khalaila et al., 2002).
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2.2.3.3. Regulacion Endécrina de la Glandula Androgénica: la Hormona

Estimuladora de la Gonada (GSH) y la Hormona Inhibidora de la Génada (GIH)

La reproduccion en crustaceos es neuroregulada por hormonas del sistema nervioso central.
Los neuropéptidos tales como la hormona estimuladora de la gonada (GSH por sus siglas
en inglés), secretada por los ganglios toracicos, supraesofagicos y cerebroide, y la GIH,
sintetizada y secretada por el XO-SG, actlan directamente sobre los ovarios de las
hembras, y en apariencia actdan indirectamente sobre los testiculos de los machos via la

AG (Adiyodi, 1984; Gupta, 1989; Hasegawa et al., 1993).

La ablacién bilateral de los pedunculos oculares del camardn Pandalus platycerus causé un
incremento en la sintesis del RNA de las células de la AG (Brockenbrough-Foulks y
Hoffman, 1974). Por otra parte, Kulkarni y cols. (1984) a través de experimentos con
ablacion bilateral e inyeccidn de extractos de los pedunculos oculares concluyeron que las
hormonas liberadas del sistema neuroenddcrino regulan la actividad de la AG. En
Procambarus clarkii, Sarojini y cols. (1994) sugirieron que la serotonina estimula la

liberacién de la GSH, la que a su vez actua sobre la AG, la cual libera la AGH.

2.2.3.4. Organos Mandibulares (MO), Metil Farnesoato (MF) y las Hormonas

Inhibidoras de los Organos Mandibulares (MOIH)

En los Decapoda, los 6rganos mandibulares (MO por sus siglas en inglés) generalmente
estan situados muy cerca al plano sagital corporal. También, estan localizados en la cara
posterior de las mandibulas, cercanos a las bases de los musculos abductores posteriores de
estos apéndices (Sochasky et al., 1972). La ultraestructura de los MO se caracteriza por las
formas especiales de las mitocondrias, asi como por la abundancia de reticulo
endoplasmico liso. Debido a esto, se ha postulado que los MO tienen alguna funcién en
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algn metabolismo esteroidogénico (Hinsch, 1981). Este metabolismo podria estar ligado al
control de los procesos de la muda, reproduccion y desarrollo. Subsecuentemente, el
aislamiento del metil farnesoato (MF por sus siglas en inglés), un sesquiterpeno, de los MO

de los crustaceos ha confirmado esta hipotesis.

Experimentos recientes han demostrado la implicacion del MF en los procesos
reproductivos de crustaceos de ambos sexos. En hembras de P. clarkii (Laufer et al. 1998)
y Libinia emarginata (Jo et al., 1999) se ha demostrado que el MF estimula la maduracién
ovarica. En machos de L. emarginata hay diferentes morfotipos: aquellos con
comportamiento reproductivo méas activo, individuos grandes con cuticula abrasiva.
Homola y cols. (1991) observaron que estos machos tuvieron las concentraciones mas
elevadas de MF en la hemolinfa. Estos individuos también tuvieron los Organos
reproductivos, las quelas y los MO maés grandes que los machos con cuticula no abrasiva y

los machos mas pequefios.

Todos estos datos sefialan funciones morfogenéticas y reproductivas del MF en crustaceos
(Sagi et al., 1993). En los cangrejos Oziotelphusa senex senex, Kalavathy y cols. (1999) y
mas tarde Reddy y cols. (2004) observaron que la inyeccion de MF promovié el
crecimiento de los foliculos testiculares y el indice testicular completo. La sintesis del MF
por los MO es inhibida por tres neuropéptidos aislados de la SG (Liu y Laufer, 1996). Por
otra parte, se han caracterizado hormonas inhibidoras de los 6rganos mandibulares (MOIH
por sus siglas en inglés) de los cangrejos Cancer pagurus (Wainwright et al., 1996) y de L.

emarginata (Liu et al., 1997).
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3. ANTECEDENTES

Actualmente se cuentan con diversos estudios en C. (C.) montezumae de los que se ha

obtenido informacion muy importante.

e Aguilar (1991) evalud el crecimiento y la produccién de juveniles de la especie bajo
cinco niveles de racion con Egeria densa a temperaturas de 17 y 23°C. A partir de
los resultados, concluyd que el crecimiento depende de los factores temperatura y

nivel de racion.

e Cornejo (1991) llevo a cabo estudios sobre seleccion térmica en C. (C.) montezumae
y la relacion que guarda con algunos indices fisioldgicos. En este estudio se
encontrd que la seleccion térmica se ve influenciada por el sexo, la talla y la
estacionalidad. También se encontré que la temperatura es un factor determinante

en el desempefio de los organismos.

e Talavera y cols. (1995) estudiaron la presencia y localizacion de la enzima

diaforasa-NADPH, demostrando su distribucion en el ganglio cerebroide del acocil.

e Moctezuma (1996) determiné las condiciones de cultivo de la especie bajo
condiciones de laboratorio y en pequefios estanques. Se realizaron observaciones
sobre su distribucion natural, los requerimientos del substrato, la profundidad del

agua, la cobertura vegetal, la densidad de cultivo, oxigeno y alimento.

e Barbosa (1998) determind si el crecimiento de C. (C.) montezumae se ve
influenciado por el factor temperatura y el porcentaje de nutrientes tales como

proteinas, lipidos y carbohidratos. No se observo relacion alguna entre el
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crecimiento y la temperatura. Sin embargo, la tasa de crecimiento fue mayor en
organismos pequefios que en organismos grandes. El porcentaje ideal de nutrientes
para esta especie es: lipidos, no mayor al 10%; carbohidratos, del 5 al 20% y de

proteinas, del 20 al 40%.

Salazar (1999), a partir de la técnica de medicion de los niveles de la
lipoperoxidacion, asi como de un bioensayo de electroforesis unicelular en gel,
evalu6 la toxicidad y genotoxicidad que provoca el pesticida dieldrin en C. (C.)
montezumae. De los resultados se concluyé que el pesticida es genotdxico y

probablemente toxico para esta especie.

Rodriguez-Serna y Carmona-Osalde (2002) determinaron las pérdidas de energia a
través del metabolismo y su efecto en la nutricion de acociles juveniles. Los
animales fueron alimentados con cinco niveles de racién (0, 1, 3, 5y 10 % del peso
corporal/dia) a 17° y 23°C con Elodea sp. La temperatura de 17°C mostré la mayor
tasa de consumo y la mejor eficiencia de asimilacion, mientras que la mayor tasa de
ingesta se obtuvo en el nivel de racién 5%. Los autores sefialan que la alimentacion

con Elodea sp. no fue 6ptima para el crecimiento de esta especie.

Nacif (2004) evaluo el crecimiento desde un enfoque bioenergético en crias de C.
(C.) montezumae, a partir de sustratos alimenticios obtenidos de la descomposicién
de E. densa. Los resultados obtenidos demuestran que los sustratos alimenticios
fueron aceptados y que promovieron el crecimiento, alcanzandose tallas cercanas a

las de subadulto, durante un periodo de alimentacién de cinco semanas.
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Buzoianu y cols. (2006) midieron la actividad de fenoloxidasa en presencia y
ausencia de inhibidores de la sintesis de eicosanoides; encontrando que la
dexametasona disminuye la actividad de la fosfolipasa A, mientras que el

naproxeno, no modificd la actividad de fenoloxidasa.

Latournerié y cols. (2006) midieron el crecimiento, supervivencia, produccion y
eficiencias de transferencia de energia en juveniles tempranos de C. (C.)
montezumae, alimentados con detritus de E. densa enriquecido
microbiolégicamente. Los resultados demostraron que el peso de los animales se
incremento 10.3 veces, se alcanz6 una supervivencia del 34.4 %, la biomasa se
incremento 3.3 veces y las pérdidas de energia y asimilacién presentaron una
relacion inversa con el peso de los animales. La produccion de crias de acocil de
esta especie mediante el detritus vegetal de E. densa enriquecida

microbiol6gicamente es favorable en sistemas de cultivo extensivos.

Alonso (2007) realizé un estudio sobre la influencia del fotoperiodo en el proceso
de la muda. En este estudio, los resultados demostraron que, al menos para este
disefio experimental, no existe influencia alguna del fotoperiodo sobre el proceso

de la muda.

Alvarez y Rangel (2007) realizaron una caracterizacion poblacional de la especie en
el sistema lacustre de Xochimilco, mas especificamente dentro de la Pista de Remo
y Canotaje Virgilio Uribe. En dicho estudié se observé una distribucién de tallas de
2.1 a 41.5 mm de longitud total; se encontraron machos forma | y forma 11, siendo

los primeros los mas abundantes junto con hembras ovigeras, indicando que hay una
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reproduccion continua a través del ciclo anual para esta especie; la tasa de
crecimiento promedio mensual fue de 2.53 mm; las primeras tallas reproductivas
fueron de 21 mm para machos y de 24 mm para hembras, de longitud total. Asi
mismo, se determind una elevada mortalidad durante los 2 primeros meses de vida y

tan solo el 4% de la poblacion alcanzo las tallas reproductivas.

Rangel (2009), nuevamente realizd un estudio sobre la dindmica poblacional de esta
especie en el mismo lugar. En tal estudio se encontré que la talla maxima que
alcanza la especie en el area de estudio es de 47.8 mm de longitud total; se
determiné que el factor temperatura presenta un efecto sobre la abundancia,
provocando que la poblaciébn aumente durante los meses célidos; hubo
reclutamiento y reproduccién durante todo el afio; los individuos machos maduran
sexualmente mas rapido que las hembras y la tasa de mortalidad es mayor durante
los primeros meses de vida, por lo tanto pocos individuos alcanzan la madurez

sexual.

Véasquez (2009) llevé a cabo un estudio sobre el crecimiento y la reproduccion de C.
(C.) montezumae a partir de tres disefios experimentales. Los resultados obtenidos
demuestran que el acocil es susceptible de ser cultivado y de mantener una

reproduccion constante durante casi todo el afio.

Flores (2009) realizd una evaluacion de las condiciones fisico-quimicas del habitat
de la especie en Xochimilco, contrastando la época calida y fria del ciclo anual. Los

resultados obtenidos mostraron que la zona lacustre presenta una estacionalidad

18


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

definida; que existe una variacién espacio-temporal entre los canales y que se trata

de un ambiente hipereutréfico producto de las actividades antropogénicas.

Cortés (2010) investigd las interacciones de depredador-presa entre el acocil C. (C.)
montezumae y el ajolote Ambystoma mexicanum. Se encontré una interaccién de
depredacion bidireccional; cuando los ajolotes son adultos consumen a los acociles
desde que se desprenden del abdomen de la hembra hasta que alcanzan la madurez
sexual, mientras que los acociles adultos se alimentan de los huevos y las crias de

los ajolotes.

Villa-Narciso (2010) realiz6 un estudio sobre la dindmica poblacional de la especie.
Los individuos fueron colectados de octubre de 2007 a octubre de 2008 en el Canal
el Bordo, Xochimilco. En este estudio se encontré una proporcién de hembras
mayor que la de machos (2.5:1); y una mayor cantidad de machos forma Il con
respecto a los machos forma I. Se observd que la temperatura influye sobre la
abundancia de la especie, ya que la abundancia aumenta en los meses calidos,
mientras que disminuye durante los meses frios. Hubo reclutamiento de crias
durante todo el afio y el mayor indice reproductivo se obtuvo durante la época
calida. Asi mismo, se reportd que los machos alcanzan la madurez sexual a tallas
pequefias en comparacion con las hembras, sin embargo, éstas alcanzan tallas
mayores. Hubo una mortalidad elevada en machos durante los primeros meses de

vida. La fecundidad de las hembras fue reducida.

Garcia (2010) investigé la influencia de la estacionalidad, época célida y época fria,

sobre los pardmetros de la ecuacion del balance energético (C=P+R+F+U) en el
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lago de Xochimilco. Los resultados muestran que C. (C.) montezumae consume una
mayor cantidad de calorias/ejemplar/dia durante la época calida en comparacién con
la época fria. Asi mismo, se demuestra que el campo de crecimiento es mayor
durante los meses calidos con respecto a los meses frios, del 31% y 28%,

respectivamente.

Aguilar (2011) evalu6 el efecto de la temperatura (20°, 25° y 30°C) en el
crecimiento, supervivencia y metabolismo energético de crias del acocil C. (C.)
montezumae. Los resultados demostraron que hubo una mayor supervivencia y
crecimiento a una temperatura de 25°C, mientras que la tasa de consumo de oxigeno
en base seca (QO,) fue menor y la tasa de excrecion nitrogenada (Q-NH,) fue
mayor a esta temperatura. También se realizé el analisis de composicion del tejido
en el que se evalud el contenido de proteinas, lipidos, triglicéridos y glucosa. Estos
indicadores no presentaron una correlacion directa con la temperatura. Sin embargo,
la mayor cantidad de proteinas se presentd en los organismos mantenidos a 25°C.
Estos resultados permitieron concluir que el mejor rango de temperatura para

cultivar crias de acocil de esta especie es de 20-25°C.
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4. JUSTIFICACION

La poblacion del acocil C. (C.) montezumae en Xochimilco, se encuentra amenazada y en
riesgo inminente de desaparicién, debido al impacto antropogénico sobre su habitat natural,
sobreexplotacion de la especie, introduccion de especies exoéticas, altos niveles de
contaminantes y disminucién del espejo de agua, el cual se encuentra reducido a una serie
de canales que a su vez tienden a desaparecer por el crecimiento de la mancha urbana. Asi
mismo, como resultado de los muestreos quincenales realizados por el grupo de trabajo del
laboratorio de Acuacultura, se ha observado que la proporcion de machos y la fecundidad
de la especie han estado disminuyendo en su medio natural. Dado lo anterior y
considerando que la mayoria de los estudios que se han realizado en C. (C.) montezumae se
han enfocado en aspectos de: dindmica poblacional, bioenergética, interacciones
ecoldgicas, neurofisiologia, taxonomia, morfologia, entre otros temas, existe un vacio de
informacion sobre estudios que se enfoquen al andlisis de factores que modulen la
maduracién, el proceso de muda y el crecimiento de juveniles tempranos de la especie, por
tales motivos, se disefio la presente investigacion, tendiente a evaluar los efectos que causa
una dieta formulada con hormonas esteroides en estos procesos. Esto busca generar
alternativas para la obtencion de crias en un lapso mas corto, las cuales pudieran emplearse

en procedimientos de repoblamiento o sistemas de produccion intensiva.

5. HIPOTESIS

Debido a que el Sostenon 250 es un medicamento compuesto de esteroides anabdlico-
androgénicos que influyen en diversas respuestas fisiolégicas y morfogénicas en el
organismo de vertebrados, entonces su administracion en el alimento de los acociles
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acelerara el proceso de maduracién gonadal, muda y aumentara el peso y la talla (LT y

LCT) en juveniles del acocil C. (C.) montezumae.

6. OBJETIVOS
6.1. General

e Evaluar los efectos de los esteroides anabdlico-androgénicos que componen el

Sostenon 250 en juveniles del acocil C. (C.) montezumae.

6.2. Especificos

Comparar en los individuos de los diversos tratamientos ensayados:

e Los indicadores del crecimiento (peso, talla y contenido de metabolitos).

e El nimero de mudas.

e Los requerimientos de energia, a través de la medicién del metabolismo de rutina

(VO2y QOy).

e El porcentaje de supervivencia.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Trabajo de Campo

7.1.1. Colecta de los Organismos

Se realizd una recolecta durante el mes de enero del 2012 en el canal de Cuemanco, entre

las coordenadas 19°16°50.16”N y 99°06°07.77”0 y 19°16°49.21”N y 99°06°07.83”0 de la
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zona lacustre de Xochimilco, D. F. Los acociles juveniles macho de 16-22 mm de longitud
total (LT) fueron capturados con redes de cuchara triangulares con una luz de malla de 1

mm.
7.1.2. Caracterizacion del Habitat

En el sitio de colecta se midieron los siguientes parametros fisico-quimicos: temperatura
(T°C) y potencial de hidrogeno (pH) con un potenciémetro digital Hanna modelo HI 98129
(x0.05°C) y concentracion de oxigeno (Oz) con un oximetro YSI modelo 51B (+0.05

mg/L). La tabla I muestra los valores registrados para dichos parametros.

Tabla I. Parametros Fisico-Quimicos del Area de Muestreo

Parametros Fisico-Quimicos

Estrato T°C pH 0O, (mg/L)
Fondo 14 - 9.6
Superficie 15 9.3 5.6

7.2. Trabajo de Laboratorio
7.2.1. Fase de Aclimatacion

Una vez recolectados los animales, fueron transportados al acuario del Laboratorio de
Acuacultura y Produccion Acuética de la Facultad de Ciencias, UNAM, se aclimataron
durante dos semanas en peceras de 40 L, con aireacion constante, refugios de PVC,
temperatura de 24 + 1°C y fotoperiodo natural. La aclimatacion a la temperatura de estudio
fue realizada gradualmente, 1°C/dia. Los animales fueron alimentados a saciedad con

Camaronina 35 en polvo. La composicién proximal del alimento se muestra en la tabla I1.
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Tabla 11. Composicion Proximal (%) de la Camaronina 35

Producto Proteina Humedad Grasa Fibra Ceniza
Minimo Maéaximo Minimo Maximo MAaximo

Camaronina 35 12 4 4 10
35

7.2.2. Caracterizacion Morfométrica de los Animales Colectados

Despueés del periodo de aclimatacion se recabaron datos morfométricos de peso himedo
(PH) con una balanza digital Scout-Pro de 0.1-600 g (+0.01g) de sensibilidad; de la
longitud total (LT) y la longitud cefalotoracica (LCT) con un vernier digital Stainless
Hardened de 0-150 mm (+0.1 mm). Los datos morfométricos de los animales se muestran

en la tabla I11.

Tabla I11. Datos Morfométricos de los Animales Colectados

LT (mm) LCT PH (mg)

(mm)
MediazD.S. 18.5+1.5 8.4+0.8  153.1+41.8
Rango 16-21 7-10 90-250
N 24 24 24

7.2.3. Formulacién del Alimento Hormonado

El procedimiento para hormonar el alimento suministrado a los acociles, se basé en el

protocolo propuesto por Guerrero (1975) (ver diagrama).
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Se diluyeron 245 mg
(980 pL) de
hormonas esteroides

v
158.02 mL de alcohol 1 mL de éter de
etilico al 95% petroleo (para diluir

las hormonas)

v
[ Solucién de 160 mL ]
|
v v
Se tomaron 100 mL Se le agregaron 50 Se tomaron 50 mL
con 153.125 mg de mL de alcohol etilico con 76.562 mg de
hormonas al 95% hormonas
A 4 A 4
Se vertieron sobre Se vertieron sobre
100 g de Camaronina 100 g de Camaronina
en polvo en polvo

A4

[ Se formaron pellets

V

Se formaron pellets
de 0.02 g con 15 ug
de hormonas

de 0.02 g con 30 pg Se pusieron a secar por 3

dias para que se evaporara el
alcohol

de hormonas

:R_/ — —
/_

v

Se suministré a los Se suministré a los }

individuos del individuos del
tratamlento Hormona tratamlento Hormona

La mezcla de hormonas esteroides se obtuvo del producto comercial denominado Sostenon
250 de laboratorios Organon, cuya formulacion contiene: 30 mg de propionato de
testosterona, 60 mg de fenilpropionato de testosterona, 60 mg de isocaproato de

testosterona y 100 mg de decanoato de testosterona.
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Para el caso de los individuos del tratamiento Control 1 se les suministré alimento solo,

mientras que para los individuos del tratamiento Control 2 se les dio alimento mezclado con

alcohol al 95% (158.02 mL) y éter de petréleo (1 mL). Para ambos casos se formaron

pellets de 0.02 g.

7.2.4. Disefio Experimental

El disefio experimental se muestra en el cuadro I.

Cuadro 1. Disefio Experimental

VARIABLE DE RESPUESTA*

TRATAMIENTO BLOQUE To...... Teo
1
PH, LTy LCT
Control 1 (alimento solo) 2 Mudas
Supervivencia
3
1
PH, LTy LCT
Control 2 (alimento con 2 Mudas
soluciones vehiculo) Supervivencia
3
1
PH, LTy LCT
Hormona 1 (15 ug) 2 Mudas
Supervivencia
3
1
PH, LTy LCT
Hormona 2 (30 ug) 2 Mudas
Supervivencia
3

PH: peso hiimedo; LT: longitud total; LCT: longitud céfalo-toracica.
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El disefio experimental empleado se basé en un disefio de bloques al azar: este consistio de
4 tratamientos (Control 1: solo Camaronina, Control 2: Camaronina adicionada con alcohol
etilico al 95% y éter de petréleo y Hormona 1 y Hormona 2: Camaronina con hormonas
esteroides, 15 ug y 30 pg, respectivamente). Para cada tratamiento se emplearon 3 bloques
(acuarios de 10 L) y en cada uno se dispusieron dos camaras de 0.3 L, c/u conteniendo un

organismo seleccionado aleatoriamente.

Los acociles fueron alimentados a razon del 5 % de su peso corporal cada tercer dia con el

alimento correspondiente para cada tratamiento.

*También se realizo la evaluacion del contenido de metabolitos y tasa metabolica de rutina

al final del periodo experimental (60 dias).
7.3. Fase Experimental
7.3.1. Analisis de la Calidad del Agua

Para evaluar la calidad del agua, se registraron dos veces por semana los siguientes
parametros fisico-quimicos para cada tratamiento: potencial de hidrogeno (pH) y
temperatura (T°C) con un potenciémetro digital Hanna modelo HI 98129 (+0.05°C) y la

concentracion de oxigeno (O2) con un oximetro YSI modelo 51B (+0.05 mg/L).
7.3.2. Recambio de Agua

Se hicieron recambios de agua semanales del 50% de los bloques de cada tratamiento.
7.3.3. Numero de Mudas y Porcentaje de Supervivencia

El nimero de mudas, asi como el porcentaje de supervivencia fueron registrados

diariamente para cada uno de los tratamientos.
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7.3.4. Evaluacion del Crecimiento

El registro de las variables del crecimiento: longitud total (LT), longitud cefalotoracica
(LCT) y peso humedo (PH) fueron registradas quincenalmente durante el periodo que durd
el experimento, empleando un vernier digital Stainless Hardened de 0-150 mm (£0.1 mm)
y una balanza digital Scout-Pro de 0.1-600 g (£ 0.01g) de sensibilidad. Previo al pesaje de
los acociles, éstos fueron colocados en papel absorbente durante cinco segundos,

aproximadamente, para eliminar el exceso de agua.
7.3.5. Tasa Metabdlica de Rutina (VO,/QO0y)

Al término de los 60 dias, se llevo a cabo la medicién de la tasa metabolica de rutina,
evaluada como el consumo promedio de O, por gramo de peso himedo (VOy) y por gramo

de peso seco (QO,) por hora (mgO,/g/h).

Para la medicion de la tasa metabdlica, se instald un dispositivo respirométrico (figura 2),
en el cual los organismos restantes de cada tratamiento fueron introducidos, un dia previo a
la medicion del metabolismo con la finalidad de minimizar el estrés por la manipulacion y
en condiciones de ayuno de 24h. Las camaras respirométricas individuales de 300 mL de
capacidad contenian agua con aireacion continua y se encontraban en bafio Maria a 24+1°C

dentro de una java de 35 L.

La concentracion de O, siempre se mantuvo por arriba de 4.4 mg/L, al interior de cada
camara se colocé un tubo de PVC de % pulgada, que actuaba a manera de refugio para
minimizar el estrés durante las mediciones. La evaluacién del metabolismo respiratorio de
los acociles se realizo en tres lapsos (9:20-11:20, 12:20-14:20 y de 15:20-17:20 h). Al

inicio y al final de cada tiempo se midié la concentracion de oxigeno con un oximetro YSI
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modelo 51B (£0.05 mg/L). Después de cada periodo de medicion las cdmaras fueron
aireadas durante una hora. Al final de la respirometria se realizd la biometria de los
acociles; posteriormente, éstos se seleccionaron de forma aleatoria para los andlisis de
metabolitos, los organismos fueron sacrificados por medio de choque hipotérmico y fueron

almacenados a -20°C para su andlisis posterior.

@ < Fuente de
Oxigenacion
Carmaras
Termaostato LTIV
o )
—_‘_H‘”\ Carriente
— 1] I |«

1 El&ctrica

Figura 2. Dispositivo Respirométrico

7.3.6. Analisis de Metabolitos
7.3.6.1. Homogenizado

A los dos meses del experimento, se tomo un individuo al azar, de cada uno de los bloques

de cada tratamiento para determinar el contenido de metabolitos.

La homogenizacion de los animales se realizé individualmente. Cada animal de entre 160 y
450 mg fue cortado en secciones pequefias, las cuales fueron introducidas en un
homogenizador Dounce de vidrio que siempre fue mantenido sobre hielo para evitar la

degradacion del tejido. Se agregaron 2 mL de Buffer de Lisis y con el émbolo se
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homogeniz6 completamente al individuo. EI homogenizado fue filtrado con un filtro casero

de malla fina de nylon y el sobrenadante guardado en tubos Ependorff.
7.3.6.2. Determinacién de Glucosa.

Las determinaciones de glucosa se realizaron a través del método enzimético-

colorimétrico, con juego de reactivos SpinReact.

Para las determinaciones de glucosa, se tomaron alicuotas de 20 pL (por duplicado) del
homogenizado de cada animal, se agregaron 20 pL de agua desionizada y 210 pL de
reactivo para glucosa SpinReact. Tanto la curva patron como las determinaciones de las
muestras se leyeron con un espectrofotometro BECKMAN COULTER DU 640 a 500 nm

después de 30 minutos.

La curva patrén de glucosa se corrié con 0, 5y 10 uL (por duplicado) de la solucion
estandar de glucosa (100 mg/dL) mas 40, 35 y 30 pL de agua desionizada y 210 pL de

reactivo para glucosa SpinReact.
7.3.6.3. Determinacion de Proteinas Solubles

La determinacién de proteinas solubles se realiz6 mediante la técnica de Bradford (1976).
Para las determinaciones de proteinas solubles, se diluyeron 5 uL de cada uno de los
homogenizados en 20 uL de agua desionizada, dilucion (1:5). De esta dilucién se tomaron
5 uL (por duplicado), se agregaron 5 pL de agua desionizada y 240 pL de reactivo de
Bradford. La curva patron y las determinaciones de proteinas solubles fueron leidas al

momento con el espectrofotometro BECKMAN COULTER DU 64 a 590 nm.
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La curva patron se corrié con 0, 5y 10 pL (por duplicado) de la solucion estandar de
proteinas (1 mg albumina sérica bovina/mL de agua), mas 10, 5 y 0 pL de agua desionizada

y 240 pL de reactivo de Bradford.
7.3.6.4. Determinacion de Lipidos Totales.

La determinacion de lipidos totales se llevd a cabo con el método colorimétrico de fosfo-

vainillina (Inouye y Guiherme, 2006).

Para las determinaciones de lipidos totales, se tomaron 300 pL de cada uno de los
homogenizados, se agregaron 800 pL de cloroformo (CHCIs) y 400 pL de metanol
(MeOH), para la extraccion. De cada una de estas mezclas se tomaron 40 pL (por
duplicado), se evaporaron y se le agregaron 100 pL de &cido sulfarico (H,SQO,), para la
digestién, y 600 pL de reactivo de fosfovainillina. Para ambos casos, curva patrén y
determinacion de lipidos totales, después de agregarles el reactivo de fosfovainillina, se
dejaron transcurrir 5 minutos para leer en el espectrofotémetro BECKMAN COULTER

DU 640 a 490 nm.

La curva patréon de lipidos totales se corrié con 0, 15, 30, 45, 60 y 75 uL (por duplicado) de
la solucion estandar de lipidos (10 mg de aceite de maiz/10 mL de acetona). Estos se
evaporaron a temperatura ambiente y después se agregaron 100 pL de acido sulfdrico

(H2S0,), para la digestion, y 600 pL de reactivo de fosfovainillina.

7.4. Andlisis de Resultados

Los analisis estadisticos de la presente investigacion se realizaron a través de los paquetes

estadisticos SPSS 8.0, JMP 10.0 y el programa Microsoft Excel 2007.
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8. RESULTADOS

8.1. Analisis de la Calidad del Agua

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via para cada una de las variables

fisico-quimicas de la calidad del agua. La prueba de ANOVA para la variable temperatura

mostrO que no existieron diferencias significativas (F=0.8105 y p=0.4912) entre

tratamientos. Sin embargo, el tratamiento Control 2 presentd la temperatura promedio mas

elevada (24.9£0.4 °C), posteriormente los tratamientos Hormona 1 (24.6x0.4 °C), Control 1

(24.5£0.4 °C) y Hormona 2 (24.0+0.4 °C) (tabla IV y figura 3).

Tabla IV. Valores promedio de la temperatura

Tratamiento N Promedio Error Limite Limite
(°C) Estandar Inferior (95%) Superior (95%0)
Cont-1 24 24.5 0.4 23.7 25.3
Cont-2 24 24.9 0.4 24.1 25.7
Horm-1 24 24.6 0.4 23.8 25.4
Horm-2 24 24.0 0.4 23.2 24.8
26
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< \
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Cont-1 Cont-2 Horm-1 Horm-2
TRATAMIENTO

Figura 3. Temperatura promedio (°C) de cada tratamiento.
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En cuanto al factor oxigeno, la prueba de ANOVA sefialé que hubo diferencias
significativas (F=3.9904 y p=0.0101) en la concentracion promedio entre los tratamientos;
siendo el tratamiento Control 1 el que presentd la mayor concentracion (5.8+0.1 mg/L) y
que difirio significativamente de los tratamientos Control 2 y Hormona 1 (5.5+0.1 mg/L)
pero no del Hormona 2 (5.6+0.1 mg/L) (tabla V y figura 4). A pesar de haber existido
diferencias significativas, la variacion maxima en la concentracion promedio entre
tratamientos fue tan solo de 0.3 mg/L.

Tabla V. Valores promedio de la concentracion de O,

Tratamiento N Promedio Error Limite Limite
(mg/L)  Estandar Inferior (95%) Superior (95%)
Cont-1 24 5.8 0.1 5.7 6.0
Cont-2 24 5.5 0.1 5.3 5.6
Horm-1 24 55 0.1 5.3 57
Horm-2 24 5.6 0.1 5.4 5.7
6
K
g .
(@) AN
3 AN
i+
]
O
x
o
Cont-1 Cont-2 \ Horm-1 ‘ Horm-2
TRATAMIENTO

Figura 4. Concentracion promedio de oxigeno (mg/L) de cada tratamiento.
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Por otra parte, la prueba de ANOVA para el pH también indic6 diferencias significativas
(F=4.2988 y p=0.0069) entre los diferentes tratamientos. El tratamiento con el pH mas alto
fue el Hormona 1 (8.74+0.01), que fue significativamente diferente de los tratamientos
Control 1 (8.68+0.01) y Control 2 (8.68+0.01) pero no del tratamiento Hormona 2
(8.70£0.01) (tabla V1 y figura 5).

Tabla VI. Valores promedio del pH

Tratamiento N Promedio Error Limite Limite
Estandar Inferior (95%) Superior (95%0)

Cont-1 24 8.68 0.01 8.65 8.70
Cont-2 24 8.68 0.01 8.66 8.71
Horm-1 24 8.74 0.01 8.71 8.76
Horm-2 24 8.70 0.01 8.67 8.73

8.8

8.75 T

8.65

8.6 Cont-1 | Cont-2 | Horm-1 | Horm-2

TRATAMIENTO

Figura 5. pH promedio de cada tratamiento.

En la tabla VII se resumen los valores promedio con su error estandar de cada uno de los
parametros fisico-quimicos de la calidad del agua registrados para cada tratamiento durante

el periodo experimental.
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diversos tratamientos ensayados en C. (C.) montezumae.

Tabla VII. Parametros de la calidad del agua medidos durante la etapa experimental en los

Tratamiento n T(°C) O2(mg/L) pH
Cont-1 24 24.5+0.4% 5.8+0.08% 8.68+0.01®
Cont-2 24 24.9+0.4® 5.5+0.08® 8.68+0.01®
Horm-1 24 24.6+0.4% 5.5+0.08" 8.74+0.01®
Horm-2 24 24.0+0.4® 5.6+0.08¢") 8.70+0.01@

Letras distintas como superindices indican diferencias significativas (p<0.05) entre medias de tratamientos (Media + ES).

8.2. Numero de Mudas y Porcentaje de Supervivencia

La prueba de X realizada para evaluar la frecuencia de muda entre tratamientos sefialé que
no existieron diferencias significativas entre estos. Sin embargo, el tratamiento que
presentd el mayor namero de mudas fue el Control 2 (16 mudas), seguido por los
tratamientos Control 1 (14 mudas), Hormona 2 (11 mudas) y Hormona 1 (8 mudas) (figura

6).

Mudas totales de C. (C.) montezumae

16 -

14
12
10 A
C-1 C-2 Hr-1 Hr-2

Tratamientos

# de Mudas
Las]

o Mmn &2 o

Figura 6. Numero de mudas de C. (C.) montezumae de cada tratamiento.
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Por otro lado, la misma prueba estadistica fue realizada para el porcentaje de supervivencia;
ésta sefialdé que tampoco hubo diferencias significativas entre tratamientos. A pesar de esto,
se observo un porcentaje mayor en el tratamiento Control 1 (100%) con respecto al resto de

los tratamientos (83.3%) (figura 7).

L

Cont-1 Cont-2 Horm-1 Horm-2

100

80

60

40

PORCENTAIJE (%)

20

TRATAMIENTOS

Figura 7. Porcentaje de supervivencia de C. (C.) montezumae de cada tratamiento.

8.3. Evaluacion del Crecimiento

La prueba de ANOVA para mediciones repetidas que se llevd a cabo para evaluar el
crecimiento (peso humedo), después de un periodo de 60 dias, indicd que no existieron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos ni entre bloques, asi como
tampoco en la interaccion de los factores de segundo orden Tratamiento X Bloque. A pesar
de esto, parece haber una tendencia hacia la significancia (F=2.9944 y p=0.0731) entre
grupos (tabla VIII). Los animales del tratamiento Control 1 fueron los que presentaron un

peso promedio final mayor (391.1+28.7mg), posteriormente los de los tratamientos
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Hormona 2 (298.3+28.7mg), Hormona 1 (291.7+28.7mg) y finalmente Control 2

(288.3£28.7mg) (tabla IX y figura 8).

Tabla VIII. ANOVA de mediciones repetidas para el factor peso himedo (PH)

Fuente de N gl Suma de F Valor de
Variacion Cuadrados (p)
Tratamiento 3 3  44316.667 2.9944 0.0731
Bloque 2 2 1525.000  0.1546 0.8585

Tratamiento*Bloque 6 6  24408.333  0.8246 0.5723

Tabla IX. Valores promedio finales del peso himedo (PH)

Tratamiento N Promedio Error
(mg) Estandar

Cont-1 6 391.7 28.7

Cont-2 6 288.3 28.7

Horm-1 6 291.7 28.7

Horm-2 6 298.3 28.7

- b

Cont-1 Cont-2 Horm-1 Horm-2

PESO (MQ)

TRATAMIENTO

Figura 8. Peso humedo promedio (mg) de C. (C.) montezumae después de 60 dias.
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8.4. Tasa Metabdlica de Rutina (VO,)

Se calculd el consumo promedio de oxigeno por gramo de peso humedo (VO;) por hora
(mgO_/g/h) para los animales de cada tratamiento. La prueba de ANOVA mostrd que no
existieron diferencias significativas (F=0.7198 y p=0.5441) entre tratamientos. Sin
embargo, los organismos que presentaron una mayor tasa de consumo promedio de oxigeno
pertenecen a los grupos tratados con hormonas, Hormona 1(1.46+0.18mg) y Hormona 2
(1.19+0.18mg), posteriormente los de los tratamientos Control 2 (1.16+0.18mg) y Control
1 (1.14+0.17mg) (tabla X y figura 9).

Tabla X. Consumo promedio de oxigeno por gramo de peso hiimedo por hora

Tratamiento N Promedio Error Limite Limite
(mgO2/g/h) Estandar Inferior (95%) Superior (95%)
Cont-1 18 1.14 0.17 0.80 1.47
Cont-2 15 1.16 0.18 0.79 1.53
Horm-1 15 1.46 0.18 1.10 1.83
Horm-2 15 1.19 0.18 0.82 1.55
2
o1 N
>

Cont-1 ‘ Cont-2 ‘Horm-l ‘ Horm-2

TRATAMIENTO

Figura 9. Consumo promedio de oxigeno en base himeda (VO,) de C. (C.) montezumae.
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8.5. Analisis Discriminante (Metabolitos)

El analisis multivariante con modalidad discriminante demostr6é que si hay una separacion
entre los diferentes tratamientos gracias al efecto conjunto de las variables dependientes
que participaron en el analisis; solamente las variables cantidad de proteinas y glucosa
presentaron una tendencia hacia la significacia (F=4.054 y p=0.0829) vy diferencias
significativas (F=12.075 y p=0.0099), respectivamente, entre tratamientos (tabla XI y
figura 10). En la tabla XII se puede observar que los tratamientos con una mayor cantidad
de proteinas son Hormona 1 y Hormona 2, tal cantidad es el doble de aquella de los
tratamientos Control 1 y Control 2. En cuanto al nivel de glucosa, el tratamiento con
niveles mas elevados fue el Hormona 2, seguido por el Control 1, Hormona 1 y Control 2.
Cabe sefialar que las variables nivel de proteinas y glucosa fueron las que ejercieron un
mayor efecto para hacer una discriminacion de grupos, ya que al realizar el analisis
discriminante Unicamente con estas dos variables se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos, con valores de “F y p” de 7.734 y 0.0046 y 12.721 y 0.0006 para
proteina y glucosa, respectivamente (tabla X111y figura 11).

Tabla XI. Valores de “F y p” de las variables del analisis discriminante

Variable F Valor de (p)
PH (mg) 1.961 0.2383457
LT (mm) 3.091 0.1279432
LCT (mm) 1.873 0.2517823
QO; Promedio 1.673 0.2865753
Mudas 2.977 0.1354035
mg Prot./g PH 4.054 0.0829981

mg Gluc./g PH 12.075 0.0099736
mg Lip.Tot./g PH 1.595 0.3019435
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Figura 10. Discriminacion de grupos (tratamientos) empleando las ocho variables de cada
tratamiento.

Tabla XI1. Valores promedio de las variables que participaron en el anlisis discriminante

mg mg mg

Tratamiento N PH(mg) LT(mm) LCT(mm) QO, Mudas Prot/g Gluc./g Lip.Tot./g
PH PH PH
Cont-1 4 3825 24.5 114 4.7 2.5 14.2 2.7 18.7
Cont-2 4 2825 22.7 10.7 5.7 2.5 16.0 1.8 25.9
Horm-1 4 2725 22.6 10.1 8.6 15 35.5 1.9 22.1
Horm-2 4 310.0 23.8 10.9 5.8 2.0 33.4 3.3 25.0

Tabla XI11. Valores de “F y p” de las variables niveles de proteinas y glucosa
Variable F Valor de (p)
mg Prot./g PH 7.734 0.0046974
mg Gluc./g PH 12.721  0.0006739
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Figura 11. Discriminacion de grupos (tratamientos) empleando las variables concentracion

de proteina y glucosa.

En la tabla XIV se puede observar el nivel de correlacion que existe entre las distintas

variables que se emplearon para hacer la discriminacion de grupos. Los valores sombreados

indican las variables con una relacion mas elevada que el resto.

Tabla XI1V. Nivel de correlacion entre las variables de los diferentes tratamientos

Variable

PH LT LCT QO, Mudas mg mg Gluc./g mg
(mg) (mm) (mm) Promedio Prot./g PH Lip.Tot./g

PH PH

PH (mg) 1.0 096 0.86 -0.65 0.10 -0.25 -0.24 0.33
LT (mm) 096 10 0.89 -0.62 0.11 -0.35 -0.32 0.35
LCT (mm) 08 089 1.0 -0.84 -0.09 -0.27 -0.30 0.34
QO, Promedio -0.65 -0.62 -0.84 1.0 -0.08 0.003 0.09 0.03
Mudas 0.10 0.11 -0.08 -0.08 1.0 0.14 -0.28 -0.37
mg Prot./g PH -0.25 -0.35 -0.27 0.0 0.14 1.0 0.56 -0.07
mg Gluc./g PH -0.24 -0.32 -0.30 0.09 -0.28 0.56 1.0 -0.09
mg Lip.Tot./g 033 035 034 0.03 -0.37 -0.07 -0.09 1.0

PH
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9. DISCUSION DE RESULTADOS
9.1. Calidad del Agua

La importancia que tiene la calidad del agua en la acuicultura se fundamenta en los efectos
que cada uno de los parametros fisicos, quimicos y biolégicos presentes producen sobre los
organismos acuaticos (Parejo, 1993), debido a que afectan de un modo u otro el
comportamiento, la supervivencia, el crecimiento, la reproduccion, los rendimientos por
unidad de area y la productividad primaria (Klontz, 1991). Es evidente que para que los
organismos de interés manifiesten resultados deseados se debe tener un control adecuado de

dichos pardmetros, es decir, mantener constantes los valores 6ptimos.

En acuicultura los parametros clave que definen la calidad del agua son de naturaleza
fisico-quimica y bioldgica. Entre los de naturaleza fisico-quimica los principales son: la
temperatura, el pH, el oxigeno, la salinidad, el amoniaco y la materia en suspension,

existiendo una interrelacion entre ellos (Parejo, 1993).

En la presente investigacion los parametros fisico-quimicos registrados en el agua para cada
uno de los tratamientos fueron: la temperatura, el pH y el oxigeno. Un gran nimero de
investigaciones permiten concluir que la temperatura es uno de los principales factores
fisicos que afectan al metabolismo en general (Petriella y Boschi, 1997). La prueba de
ANOVA para el factor temperatura indicoO que no existieron diferencias significativas
(p=0.4912) entre tratamientos. El valor minimo correspondid al tratamiento Hormona 2
(24.0°C) y el maximo al tratamiento Control 2 (24.9°C). Maldonado (1990) refiere la
resistencia de Cambarellus (Cambarellus) montezumae a temperaturas -elevadas,
encontrando la temperatura letal a los 41 y 42°C y la subletal a los 33.5°C para el verano y
27°C para el invierno. Pérez-Rodriguez y cols. (1998) registraron temperaturas de 10 a
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25°C en cuerpos de agua donde habita la especie, en tanto que Arredondo-Figueroa y cols.
(2011), en condiciones de laboratorio, obtuvieron resultados positivos para su cultivo y
produccién a temperaturas de 15.9 a 25°C. Los valores promedio de cada tratamiento de la
actual investigacion se ubican dentro de las temperaturas indicadas por los diferentes
investigadores por lo tanto no parece que este factor haya tenido un efecto negativo sobre el

mantenimiento de los juveniles durante el periodo experimental.

Con respecto a la concentracion de oxigeno disuelto en el agua, considerada por muchos la
variable de mayor importancia en la calidad del agua y la cual dependera en mucho de la
temperatura, densidad, alimentacion y aireacién instalada en el sistema (Hernandez et al.,
2009), los valores fueron significativamente diferentes (p=0.0101) entre tratamientos, el
minimo fue de 5.5 mg/L y el maximo de 5.8 mg/L. Sin embargo, los valores se encuentran
dentro de los niveles obtenidos por Pérez-Rodriguez y cols. (1998) y Arredondo-Figueroa
y cols. (2011), de 5.0 a 7.5 mg/L y de 4.3 a 6.8 mg/L, respectivamente, quienes sefialan
estos niveles como aceptables para el cultivo de la especie. Ademas, Moctezuma (1996) y

Garcia (1991) refieren la supervivencia de la especie en condiciones de hipoxia.

Por otro lado, para la mayor parte de los animales acuéticos el valor 6ptimo de pH, en
referencia a su crecimiento y desempefio éptimo, se sitla en el rango de 6.5 a 9.0. La
exposicion a un pH extremo puede ser estresante o letal (SAGYPA, 2006). Como se sefiald
anteriormente, los valores promedio de pH obtenidos mostraron diferencias significativas
(p=0.0069) entre tratamientos; el maximo fue de 8.74 (Hormona 1) mientras que el minimo
fue de 8.68 (Control 1 y Control 2). Estos valores se encuentran marginalmente por arriba
de los sefialados por Aguilar (2011) y Arredondo-Figueroa y cols. (2011) pero por debajo

de los registrados por Moctezuma (1996). Por lo tanto, esto no parece tener un efecto
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negativo sobre el crecimiento, reproduccion y sobrevivencia de esta especie (Moctezuma,
1996; Alvarez y Rangel, 2007). Por otra parte, los valores de pH registrados en el habitat
natural de la especie en Xochimilco se ubicaron en 9.3. Holdich y Lowery (1980)

consideran que un pH alcalino favorece el endurecimiento de la cuticula de los astacidos.

9.2. Muda, Crecimiento y Supervivencia

La muda y el crecimiento son eventos que estan intimamente ligados dentro del complejo
ciclo de la muda. Ambos eventos estan regulados tanto por factores endégenos como por
factores exdgenos (Hopkins et al., 1999); dentro de los primeros se encuentra el control
hormonal. Las principales hormonas que participan en la regulacion de la muda y el
crecimiento son los ecdisteroides y la hormona inhibidora de la muda (MIH). Entre los
factores exdgenos, la temperatura y el suministro de alimento son quizds los mas
importantes (Hartnoll, 2001).

En el caso particular de los crustdceos el crecimiento se observa como un proceso
discontinuo que ocurre por saltos, ya que el exoesqueleto que recubre el cuerpo de estos
animales impide el aumento en talla y peso en forma continua, por lo tanto, el crecimiento
ocurre solamente durante la muda (Hartnoll, 2001). Durante el crecimiento todos los tejidos
estan involucrados, hay una movilizacion de reservas, aumento en la division celular y

sintesis de nuevos tejidos y modificacién del comportamiento (Hartnoll, 2001).

Desde hace varios afios se han utilizado diferentes sustancias como agentes promotores de
la muda y el crecimiento. Los agentes promotores, cuando se administran en pequefias
cantidades en el alimento, aceleran el ciclo de la muda y aumentan el crecimiento

reduciendo el periodo de cultivo y los costos de produccion de los animales cultivados. Una
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gran variedad de sustancias tales como hormonas no esteroides o esteroides naturales y
sintéticos, antibioticos, preparaciones de materia vegetal y animal han sido utilizadas para

este propdsito (Vattheeswaran y Ali, 1986).

Diversas investigaciones en diferentes grupos de artrépodos, insectos y crustaceos, han
revelado distintos efectos de las hormonas esteroides en la muda, crecimiento y
supervivencia. EIl Sostenon 250 fue evaluado por Lépez (2004), demostrando un efecto
positivo como promotor del crecimiento en juveniles de la tilapia Oreochromis
mossambicus. En la presente investigacién, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en cuanto al nimero total de mudas, crecimiento y supervivencia. Los
tratamientos que presentaron una mayor cantidad de mudas y un crecimiento mas elevado
fueron aquellos a los que se les administré alimento no hormonado, en comparacion con
aquellos alimentados con alimento formulado con hormonas esteroides. Sin embargo, a
pesar de no haber existido diferencias significativas entre tratamientos, pudiera ser que las
hormonas esteroides suministradas si tengan un efecto positivo en la induccién de la muda
y el incremento del crecimiento en los individuos de la especie C. (C.) montezumae, pero en

menores dosis tal y como se ha demostrado en diferentes especies de decapodos.

Vattheeswaran y Ali (1986) en juveniles del camarén Penaeus indicus evaluaron el efecto
de diferentes dietas conteniendo cada una distintos promotores del crecimiento, entre ellos
propionato de testosterona (2.5 mg/100 g). Los resultados demostraron que Unicamente la
dieta que contenia propionato de testosterona produjo un aumento significativamente mayor
en crecimiento, talla y peso (base seca), y en el porcentaje de supervivencia (87.5 %) en los
animales alimentados con esta dieta con respecto a los otros tratamientos experimentales y

el control. También Vogt (2007) investigo el efecto de la 17a-metil testosterona (1, 10 y
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100 pg/L) en embriones y juveniles del acocil jaspeado (‘Marmorkrebs’) derivados de
huevos expuestos a la hormona esteroide; sus resultados mostraron que la exposicion de los
huevos a concentraciones elevadas (100 pg/L) de 17a-metil testosterona prolongaron el
periodo del desarrollo embrionario, redujeron el crecimiento en los juveniles y el porcentaje
de supervivencia (56.7 %), mientras que en concentraciones bajas (1 y 10 pg/L) hubo un
periodo de desarrollo reducido, porcentajes de supervivencia elevados (100 y 86.7 % para 1

y 10 pg/L) y un mayor crecimiento.

Por su parte, Antiporda (1986) en juveniles del camarén Macrobrachium rosenbergii
demostrd que la metil testosterona (125 mg/Kg) tuvo efectos positivos en el aumento del
crecimiento en peso y longitud aunque no se presentaron diferencias significativas con
respecto a las concentraciones mas bajas (25 y 75 mg/Kg) y al grupo control. También
Baghel y cols. (2004) en juveniles del camaron M. rosenbergii obtuvieron un crecimiento
ligeramente mayor a una dosis de 100 mg/L de 17a-metil testosterona pero no se

encontraron diferencias significativas con el tratamiento control.

La carencia de resultados positivos en el protocolo ensayado para inducir la muda vy el
crecimiento en C. (C.) montezumae puede deberse a mdltiples factores. Podria
argumentarse que las dosis administradas pueden haber sido muy elevadas, por lo que
tuvieron un efecto negativo al interferir en la produccion o accion de los ecdisteroides,
hormonas esteroides responsables de los procesos de la muda y el crecimiento (Kirkbride-
Smith et al., 2001; Mu y LeBlanch, 2002; Vogt, 2007). Asimismo, los resultados obtenidos
también podrian deberse a que las proporciones de las hormonas esteroides involucradas en

el producto (Sostenon 250), no hubieran sido las apropiadas para desencadenar el efecto
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deseado. En este sentido, la fraccion de propionato de testosterona en cada dosis empleada

fue de: 1.8 y 3.6 ug para los tratamientos Hormona 1 y Hormona 2, respectivamente.

Mu y LeBlanch (2002) observaron un efecto dosis-dependiente de la actividad
antiecdisteroidal de la testosterona en células Kc de Drosophyla. Sin embargo, cabe la
posibilidad de que sea una respuesta debida al estrés quimico mas que a la perturbacion
directa de los ecdisteroides o a sus receptores (Kirkbride-Smith et al., 2001). La via de
administracion oral de las hormonas esteroides que componen el Sostenon 250 podria ser
un método no efectivo para inducir la muda y el crecimiento en la especie, a pesar de haber
tenido éxito en la induccién del crecimiento en O. mossambicus. Guerrero (1975) encontrd
que algunas hormonas esteroides son mas efectivas cuando se administran a través de
inyecciones que a través del alimento, lo que podria ser cierto para los esteroides del
Sostenon 250. También existe la posibilidad de que los esteroides empleados no tengan el
mismo efecto promotor de la muda y el crecimiento en otros animales tales como los

acociles de la especie C. (C.) montezumae.

En cuanto al porcentaje de supervivencia, aparentemente no existié un efecto directo de las
dosis empleadas sobre esta variable ya que no existieron diferencias significativas entre
tratamientos. Ademas los porcentajes se mantienen cercanos o incluso elevados en
comparaciéon con los resultados obtenidos de las investigaciones de Vattheeswaran y Ali
(1986), Vogt (2007) y Antiporda (1986) quienes emplearon cantidades mas bajas. Aunque
no hay que descartar un posible efecto, ya que los decesos podrian deberse a un
agotamiento de un metabolismo hepatico acelerado (Aktas y Genc, 2011) o al efecto de las
hormonas como antiecdisteroides (Baghel et al., 2004). También es importante mencionar

que los decesos presentados en los tratamientos Control 2, Hormona 1 y Hormona 2
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ocurrieron durante el primer y tercer dia de las biometrias, asi que es probable que los
animales de estos tratamientos hayan muerto debido a un estrés causado por la

manipulacion (Chen et al., 1994).

9.3. Tasa Metabolica de Rutina

Existen diversos estudios en vertebrados en los que se ha observado, mediante la
manipulacion de andrdgenos a través de la castracion o administracion de testosterona
exogena, el efecto de éstos sobre la induccién de los morfotipos masculinos y sus rasgos
conductuales, en la expresion de caracteres sexuales secundarios, la pigmentacion de la
piel, el aumento de la masa y resistencia muscular y de la actividad motriz. Sin embargo,
pocas investigaciones se han enfocado en el efecto sobre la tasa metabolica de los
organismos sometidos al tratamiento y todavia menos en invertebrados.

Las mayores capacidades manifestadas por los machos con elevados niveles de testosterona
implican costos metabdlicos elevados, por lo tanto existe una correlacion positiva entre los
niveles de testosterona y la tasa metabdlica. Al-Sadoon y cols. (1990) observaron, en
machos de la lagartija Chalcides ocellatus tratados con testosterona, un aumento
significativo en el consumo promedio de oxigeno. Lépez (2004) encontrd un incremento en
el metabolismo respiratorio en juveniles de la tilapia O. mossambicus a los cuales se les
administrd propionato de testosterona. También Ros y cols. (2004), en la misma especie,
encontraron una relacién entre los niveles plasmaticos de 11-ketotestosterona y la tasa
metabdlica de rutina. Ademas, la administracion de 11-ketotestosterona elevé la tasa de
consumo de oxigeno. En la presente investigacion se observé que los acociles de los
tratamientos a los cuales se les administré alimento hormonado presentaron un consumo

promedio de oxigeno mas elevado, respecto a los animales de los tratamientos que
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recibieron alimento sin hormonas. Sin embargo, no existieron diferencias significativas
entre tratamientos, lo que podria deberse a que las camaras de respiracion fueron poco
adecuadas, debido al espacio, para que los animales de los tratamientos hormonados

manifestaran mayor actividad y por lo tanto un consumo de oxigeno mas elevado.

9.4. Analisis Discriminante (Metabolitos)

Los estudios bioguimicos son muy importantes desde el punto de vista nutricional. Los
componentes bioquimicos de los animales varian con la estacion, talla, sexo, etapa de
madurez, disponibilidad de alimento y con la temperatura, entre otros factores
(Soundarapandian y Ananthan, 2008). En los crustaceos, el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas estd fuertemente influenciado por las hormonas del
complejo XO-SG (Hignam y Hill, 1979) que varian con el tiempo y la especie (Vernberg y
Vernberg, 1974; Madhyasthan y Rengnekhar, 1979; Soundarapandian, 1996).

Los efectos positivos de los esteroides anabdlico-androgénicos, sobre la composicion
bioquimica en animales endotermos de importancia comercial, han llevado a la
investigacion de sus posibles beneficios en el cultivo de peces y crustaceos (Gannam y
Lovell, 1991). En la presente investigacion, la suplementacion de la dieta con hormonas
esteroides (15 o 30 pg/0.02 g) produjo un incremento, con una tendencia hacia la
significancia (p=0.0829), en el contenido de proteinas en los animales de los tratamientos
Hormona 1 (35.5 mg/g PH) y Hormona 2 (33.4 mg/g PH), con respecto a los tratamientos
Control 1 (14.2 mg/g PH) y Control 2 (16.0 mg/g PH). Los resultados obtenidos indican
que las hormonas esteroides suministradas a traveés del alimento ejercieron un efecto
positivo en la sintesis de proteinas y retencién de nitrdgeno, esto probablemente a través de

la activacion de la secreciébn de hormonas anabdlicas enddgenas que aceleraron los
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procesos anabolicos en los tejidos (Chandge y Paulraj, 1997), y/o actuando directamente
sobre genes de células musculares que incrementan la sintesis de proteinas (Lone y Matty,
1980). El aumento en el nivel de proteinas podria indicar su posible utilizacion durante la
maduracion de los testiculos (Nagabhushanam y Kulkarni, 1981).

En cuanto a los niveles de glucosa, en los que se detectaron diferencias significativas
(p=0.0099). El tratamiento Hormona 2 fue el que manifesté el mayor valor de glicemia. El
incremento en el contenido de glucosa probablemente se deba a su futura utilizacion como
fuente inmediata de energia 0 como intermediario metabdlico para la sintesis de muchos
compuestos bioldgicamente importantes como la quitina del exoesqueleto durante el
proceso de la muda, los acidos nucleicos, ARN y ADN, y los mucopolisacaridos de las
secreciones mucosas (Tacon, 1989) o durante la formacion de productos gonadales
(Nagabhushanam y Kulkarni, 1981). Por otro lado, los niveles de lipidos no mostraron
diferencias significativas y fueron muy similares entre tratamientos. Aunque los resultados
del presente estudio son expresados en base himeda (mg/g PH), éstos concuerdan con la
tendencia observada en base seca en otras investigaciones, es decir, los valores de
proteinas fueron los mas altos, seguidos por los de lipidos y finalmente los de glucosa.
Vattheeswaran y Ali (1986), en juveniles del camaron P. indicus, obtuvieron un aumento
en la composicion bioguimica con etilestrenol (0.5 mg/100 g) y propionato de testosterona
(2.5 mg/100 g); el porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos, en base seca, fue de
64.0, 2.63 y 15.85%, respectivamente, para el etilestrenol, mientras que para el propionato
de testosterona fue del 59.0, 2.87 y 17.84%.

Chandge y Paulraj (1997) observaron que la composicion proximal de juveniles P. indicus
era influenciada por el contenido de colesterol (0.5-4%/100g de alimento), un precursor de

las hormonas esteroides en crustaceos (Kanazawa et al., 1971; New, 1976); estos autores
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sefialan que la inclusién de colesterol en la dieta incrementd significativamente la
acumulacion de proteinas, lipidos y colesterol, comparado con la dieta carente de éste.
Aungue no se encontraron diferencias significativas entre la composicion proximal entre las
dietas que contenian colesterol, aquella con un nivel del 0.5% dio los mejores resultados
principalmente para proteinas (69%). En cuanto al contenido de lipidos este fue del 11.5%
y para carbohidratos del 2%. Asi mismo, Jayaprakas y Sambhu (1994) observaron en
juveniles de la misma especie que la administracién de hCG (gonadotropina corinica
humana) en diferentes dosis (2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 y 15.9 mg) a través de la dieta
incremento los niveles de metabolitos; la dosis de 12.5 mg fue la que mejor incremento el
contenido de proteinas, a 76.23%, mientras que el de lipidos fue del 2.83% vy el de

carbohidratos del 0.03%.
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10. CONCLUSIONES

De la presente investigacion sobre los efectos que producen las hormonas esteroides que

componen el Sostenon 250 en juveniles del acocil C. (C.) montezumae se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

Las dosis empleadas de hormonas esteroides no ejercieron un efecto promotor en la
muda ya que no se observd un mayor nimero de mudas en los tratamientos
experimentales Hormona 1 y Hormona 2. Es probable que hayan tenido un efecto
inhibidor de dicho proceso puesto que en los tratamientos Control 1 y Control 2 se

obtuvieron la mayor cantidad de mudas.

Al no existir un efecto promotor de la muda por parte de las hormonas esteroides, en
tales dosis, tampoco existié un efecto en el incremento del crecimiento (peso) en los
individuos de los tratamientos Hormona 1 y Hormona 2. Ademas se observé una

tendencia a una ganancia de peso mayor en los tratamientos Control.

Los porcentajes de supervivencia no fueron afectados significativamente por las
dosis de hormonas esteroides suministradas. Esto es un resultado positivo dado que
en otras investigaciones se ha observado un descenso significativo con el

incremento de las dosis.

La tasa metabdlica de rutina fue aumentada, aunque no de manera significativa, por
las dosis de hormonas esteroides empleadas en los individuos de los tratamientos
experimentales. Este incremento en el gasto energético comprueba el efecto de los
esteroides sobre los procesos metabdlicos como los observados en otros grupos de

animales.
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El contenido de metabolitos (proteinas y glucosa) fue significativamente mayor en
los individuos de los tratamientos Hormona 1 y Hormona 2. Estos resultados
concuerdan y se relacionan con los resultados del gasto energético mas elevado en
dichos tratamientos; por lo tanto se deduce que los esteroides ejercen un gasto
energético elevado a través de la estimulacion de procesos metabolicos, tales como

la sintesis de proteinas y carbohidratos.

A pesar de que C. (C.) montezumae ha sido estudiado ampliamente desde diferentes
enfoques, aln hace falta mayor investigacion dentro del area de estudio tendiente a
evaluar los efectos de la administracion de esteroides anabdlico-androgénicos sobre
los procesos de muda, crecimiento, supervivencia, tasa metabolica y reproduccion.
Conocer los efectos que causan las hormonas esteroides en cada uno de los procesos
antes mencionados permitira contar con estudios con visiones integrales que nos
darian la oportunidad de explotar sustentablemente a la especie o con fines de

repoblamiento de su habitat.
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