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Resumen

Basado en el historial de los reproductores que pueden influir en la maduracién gonadica,
una dieta practica fue formulada conteniendo ingredientes de calidad més aminoacidos
libres. Este alimento extrudido fue usado solo (Pellet) o en combinacion con alimento
fresco (Combinado) para evaluar el desempefio reproductivo. Se esperaria una equivalencia
0 una respuesta mas baja con la mezcla de calamar Loligo sp, mejillén Mytilus edulis,
poliqueto Glycera dibranchiata y biomasa de Artemia, denominada alimento Fresco. Los
metabolitos fueron determinados mediante kits reactivos. Fueron aplicados analisis de
variaza, ANDEVA, para determinar los estadisticos. La masa de las hembras (36g),
sobrevivencia (87%), 1GS (2 a 3), desoves (77%), nimero de huevos (90 a 110 x10%),
eclosion (26-36%) no son diferentes en Fresco y Combinado (p>0.05) pero fueron
superiores los de Pellet (p<0.05). Los parametros en sangre fueron similares para
acilglicéridos (0.4 a 0.7), colesterol (0.2), proteina soluble (131 a 152), glucosa (0.2 mg g™)
para machos y hembras. Los machos presentaron una masa promedio de 33 g y 91-99% de
tasa de sobrevivencia, un IHS ~2.5-3.2, IGS ~1.2-1.4; células normales (5-7 x10*/mL) y
una diferencia en células anormales fue detectada con 3.4 células/mL*10° (p<0.05). El
perfil de &cidos grasos (FA) entre Pellet y Fresco fue bastante diferente; Pellet reflejando
fuentes vegetales con 18:2 (n-6) presente en el alimento en nivel més alto que en Fresco; la
combinacion de calamar, poliqueto, mejillén y Artemia proveé suficiente cantidad de EPA
y DHA para sostener la maduracién. Por el contrario, Pellet fue deficiente en PUFA y esto
explicaria en parte los pobres resultados en el desempefio ain con la presencia de
aminoacidos. El tratamiento Fresco conteniendo mejillon desplegé el mejor perfil y
suministro de aminodcidos a las hembras en combinacion con calamar Loligo sp, poliqueto
Glycera dibranchiata y biomasa de Artemia, mientras que calamar, rico en EPA puede
sostener el desarrollo de la espermatogenesis pero ciertamente mejor en combinacion con
otros alimentos frescos. Para los reproductores provenientes de la condicién “biofloc” el
rendimiento fue mejorado y esta es una sustitucion potencial sobre alrededor de la mitad del

alimento fresco.

Palabras clave: Alimento fresco, alimento balanceado, aminoacidos libres, Litopenaeus

vannamei, desempefio reproductivo
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Abstract

Based on the history of breeders that can influence gonad maturation, a practical feed was
formulated containing quality ingredients plus free amino acids. Such extruded feed was
used alone (Pellets) or in combination with fresh food (Mix) to monitor reproductive
performance. Equivalence or lower response than a mixture of fresh food: squid Loligo sp,
mussel Mytilus edulis, polychaetes Glycera dibranchiata and Artemia biomass would be
expected. Metabolites were determined by reagent kits. ANOVAS were applied to
determine statistical. Weight of females (36g), survival (87%), GSI (2 to 3), spawning
(77%), number of eggs (90 to 110x10°), hatching (26-36%) did not differ between F and M
(p>0.05) but were superior to C (p<0.05). Blood parameters were similar for
acylglycerids(0.4 to 0.7), cholesterol (0.2), soluble protein (131 to 152), glucose (0.2 mg g
1) for males and females. Males had an average weigh of 33g and 91-99% survival rate, an
HIS~2.5-3.2, GSI~1.2-1.4; normal cells (5-7x10%ml) and a difference in abnormal cells
was detected with 0 up to 3.4 cells/mL*10%(p<0.05). Fatty acids (FA) profile between
Collets and Fresh were quite different; Collet reflected plant sources with 18:2 (n-6) present
in feed at higher level than in Fresh; a combination of squid, worms, mussel and Artemia
provided sufficient amount of EPA and DHA to sustain maturation. On the contrary,
Collets alone was deficient in Ic-PUFA that partly explained the poor results in
performances in spite of a presence of free amino acids. Treatment Fresh possessed mussel
that displayed the best profile and fitted to supply FA for females, while squid, rich in EPA
could sustain the development of spermatogenesis but certainly better in combination with
other fresh foods. For breeders coming from “floc” conditions performances were improved
and there is a potential substitution of about half part of fresh food.

Key Words: Fresh feedlots, balanced feedlots, free aminoacids, Litopenaeus vannamei,

reproductive performance
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CAPITULO I
PROBLEMATICA

1.1. INTRODUCCION

Uno de los cuellos de botella en la tecnologia de cultivo del camarén esta relacionado con
los altos costos de los alimentos frescos empleados para la maduracién de los reproductores
de camaron. Como parte de estos alimentos se emplean calamar, poliquetos, mejillon,
biomasa de Artemia, ostiones, etc., y durante el transcurso de las Gltimas décadas han
habido progresos pequefios en cuanto a la formulacion de alimentos artificiales para
camarones reproductores (Cuzon et al., 2008a).

Una de las explicaciones es que los organismos reproductores son altamente costosos
y las granjas camaroneras estan renuentes a proporcionar organismos para experimentacion;
la duracion de las pruebas de reproduccion también se considera un factor limitante y, por
altimo, la demanda de alimentos funcionales se mantuvo baja por varios afios debido a la
relativa facilidad con que se obtiene el alimento vivo o fresco. Hoy en dia los horarios de
alimentacion varian, pero la cantidad y la calidad del alimento es un requisito primordial
para obtener una buena maduracién gonadica (Cuzon et al., 2008a).

La importancia de la calidad del alimento esté bien identificada. Algunos autores han
observado que la maduracion en cautiverio de varias especies de peneidos que fueron
alimentados ad libitum con alimentos de origen marino como el mejillén, ostras, almejas,
calamar, camaron, cangrejos, lombrices, gasteropodos y complementados con alimento
seco presentan una buena maduracion gonadica (Lawrence et al., 1980; Chamberlain y
Lawrence, 1981; Naessens et al., 1997; Cavalli et al., 1997; Cuzon et al., 2008a). En
algunos centros de investigacion (COP/Tahiti) estos productos marinos locales son usados
para elaborar alimentos secos con hasta 40 % de proteina cruda, obteniéndose resultados
variados en cuanto a la maduracion gonadica, los cuales dependen incluso de la tecnologia
usada para la elaboracion del alimento (Cuzon et al., 2008a).

Otros autores utilizan dietas con una variacion en los niveles de proteina y lipidos
mezclados con otros elementos; los alimentos ricos en lipidos presentan claramente una
mejor maduracion, sin embargo, éstos -junto con las vitaminas (0 proteinas nativas)-
pueden ser alterados por la tecnologia de elaboracion como es la extrusion con tornillo

gemelo o doble (Aquacop, 1989).



En la presente investigacion se plantea la busqueda de un alimento balanceado de alta
calidad proteica y lipidica que tenga buenos resultados en la sustitucion de alimento vivo o
fresco para lograr una reduccion de los costos de esta etapa de maduracién en la
camaronicultura.

Para ello se cuenta con un lote de camarones de L. vannamei mantenidos desde
postlarvas 15 en un sistema de cultivo heterotréfico denominado “floc” (Bio Floc
Technology) de cero recambio de agua de mar (el cuél proporciona al organismo cierta
cantidad de nutrientes extra y flora bacteriana benéfica a la vez que reduce costos de

produccidn y desperdicio de agua).

1.2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.- ¢Es posible formular un alimento balanceado adicionado con aminoéacidos libres que
presente las condiciones de calidad lipidica y proteica similares al alimento fresco que se

ofrece a los reproductores de camarén L. vannamei?

2.- La sustitucion del cdctel de alimento fresco que se ofrece a L. vannamei (mejillon,
calamar, poliqueto y biomasa de Artemia; ;Afectard la maduracion, calidad de las células
reproductivas (huevos y espermatozoides) en hembras y machos, la eficiencia del desove,
eficiencia de eclosion y la calidad de los nauplios?

3.- El sistema de cultivo basado en la denominada Bio Floc Technology, BFT, el cual
consiste en realizar recambios de agua solamente bajo condiciones de salinidad superiores a
40 ppm vy altas concentraciones de sélidos suspendidos (40 mL/L) (Biofloc BFT) ¢ Influye
en el desempefio reproductivo de hembras y machos? ¢ Afectara en la sustitucion de fuentes

de alimento?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. General

Evaluar el efecto de la sustitucion total del alimento fresco por un alimento balanceado de
alta calidad proteica y lipidica y adicionado con aminoacidos libres en el desempefio

reproductivo, en metabolitos (triglicéridos, colesterol, glucosa y proteinas) de



reproductores, huevos y nauplios y acidos grasos de las dietas evaluadas de L. vannamei

provenientes de un sistema de cultivo tipo floc (BFT).

1.3.2. Particulares
- Evaluar la maduracion, calidad de las células reproductivas (huevos vy
espermatozoides), la eficiencia del desove y la eficiencia de eclosion en
reproductores de L. vannamei mantenidos en un sistema de cultivo tipo floc.
- Evaluar los cambios en los indicadores bioquimicos (triglicéridos, colesterol,
glucosa y proteinas solubles) de los reproductores, huevos y nauplios de L.

vannamei sujetos a sustitucion total del alimento fresco.

1.4.HIPOTESIS

Si la historia nutricional de los reproductores provenientes de la engorda de biofloc
(Emerenciano et al., 2012) influye en la maduracién gonédica, una dieta balanceada a partir
de la mezcla de ingredientes secos convencionales de alta calidad suplementada con
aminoéacidos libres (FAA, por sus siglas en inglés) podra reemplazar al alimento fresco en

los reproductores del camaron blanco del Pacifico L. vannamei (Boone, 1931).



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. ESTUDIOS ANTECEDENTES

Los requerimientos nutricionales de camarones juveniles han sido ampliamente estudiados;
sin embargo, el conocimiento de los requerimientos nutricionales especificos de los
reproductores es pobre (Cahu, 2000; Cuzon et al., 2008a). Actualmente, no se cuenta con
una dieta comercial para reproductores de camardn que sean 100 % eficientes para la
maduracion y produccién de huevos, aunque algunas grandes compafiias han lanzado al
mercado alimentos para maduracidon de camarones. A pesar de lo anterior, algunos dejaron
de ser producidos (Rendén, 1997), aunque otros -como el Nippai®- son usados atn en la
actualidad como un sustituto parcial de alimento fresco o como referencia de formulaciones
balanceadas (Patrois et al., 1990; Cuzon et al., 2008a).

Uno de los motivos por los cuales los alimentos balanceado comerciales usados para
maduracion de camarones dejan de producirse es que son insuficientes para sostener la
maduracion de los progenitores (Cuzon, com. pers., 2010). Por ello, los laboratorios se han
enfocado en crear su propia formulacion para diferentes tipos de dietas (secas, semi
humedas, semi-purificadas, etc.). Los ingredientes utilizados por los diferentes autores para
los alimentos compuestos son similares, y generalmente incluyen harina de pescado, harina
de calamar, proteina de soya, aceite de pescado, lecitina de soya, mezcla de minerales y de
vitaminas (Cahu, 1998), para ser usadas mediante sustituciones parciales de los alimentos
frescos usados en maduracion (Pérez-Velazquez et al., 2003), pues se ha demostrado que
presentan mejores resultados en la maduracién gonadica y en la calidad de la semilla.

Las dietas frescas usadas actualmente para la maduracion de camarones (y a las
cuales se les hace sustituciones parciales) consisten principalmente de organismos frescos o
congelados como el calamar, poliquetos, almejas, peces, etc. El uso de estos organismos es
laborioso y presenta algunas desventajas como su alto costo y el deterioro de la calidad del
agua, ademas de que el valor nutricional puede variar con la especie y/o la estacién del afio
en que se colectan (Pérez-Velazquez et al., 2003).



Al respecto, Alvarez et al. (1989) mostraron que el valor nutricional del mejillon
congelado repercute significativamente en la produccion de huevos, pues la lixiviacion en
los tanques es mayor después de que los alimentos son descongelados (Cahu, 1998).

Otro aspecto que ha sido ampliamente estudiado, sobre todo en la Ultima década, es la
determinacion de niveles 6ptimos de los nutrientes presentes en la dieta tales como las
proteinas (Cahu, 1998; Cuzon et al., 2008a), y, sobre todo, los lipidos. Estos son los
principales nutrientes involucrados en el proceso bioquimico durante la maduracion
gonadica de los camarones peneidos y la inclusién en la dieta es hasta de un 11% en L.
stylirostris (Bray et al., 1990), pues son esenciales durante la vitelogénesis, asi como en el
desarrollo de la larva y el crecimiento de los juveniles (Cahu, 2000). Estos experimentos
determinaron que el requerimiento de lipidos en reproductores es mayor que en aquellos
que no lo son. Cahu (2000) también menciona que los lipidos representan de 22 al 26 % de
la materia seca de los huevos al momento de la eclosiéon y que la transferencia de lipidos
entre la glandula digestiva a los ovarios durante la vitelogénesis es rapida y por ello
depende en gran medida de los lipidos recién ingeridos. De acuerdo con Villette (1990) el
hepatopancreas es el crucero metabdlico donde los lipidos varian en calidad y cantidad en
relacion con la absorcion, sintesis, catabolismo y transferencia a otros tejidos.

En cuanto a los fosfolipidos, estos representan del 45 al 52% del total de lipidos en
huevos fertilizados, para ello, la dieta debe contener al menos un 2% de fosfolipidos (Cahu
et al. 1994). El efecto benéfico global de los fosfolipidos en camaron se ha atribuido a que
permiten el aumento del trasporte de lipidos para la formacion de lipoproteinas y que
inducen a una mejor utilizacion de los acidos grasos esenciales (Teshima et al., 1986).
Villette (1990) experimento con 3 dietas usando fosfolipidos solos, fosfolipidos + vitamina
E y lipidos neutrales + fosfolipidos; los lipidos contenidos en huevos no varié entre
tratamientos (45%) a pesar de que la cantidad de fosfolipidos no era la misma en las dietas
(32% en la de lipidos neutrales + vitamina E en comparacion con la de fosfolipidos +
vitamina E con 40%), al ser un componente esencial de las reservas vitelinas, en caso de
que se presente una deficiencia en fosfolipidos, la sintesis por las células del
hepatopancreas se incrementa a partir de los lipidos neutros (los cuales son hidrolizados
mono y diglicéridos) y se envian via hemolinfa a la gdnada.



Cuzon et al. (2008a) presentaron una tabla comparativa de los &cidos grasos presentes
en algunos alimentos comerciales usados en la maduracion de camarones; éstos son mas
variados en las dietas formuladas que los presentes en las dietas frescas debido a la mezcla
de ingredientes de diversos origenes; los alimentos formulados contienen usualmente mas
acidos grasos n-6 que el alimento natural y diferentes proporciones de n-3/n-6 —sobre todo
en el Nippai®-, dicha tabla compara el contenido de acidos grasos en la gusana americana,
el Ziegler® (alimento usado en alimentacién de camarén) y el Nippai®, las proporciones de
PUFA, acidos insaturados/saturados, n-3, n-6, n-3/n-6 y EPA/DHA son mucho mas
elevadas en los alimentos formulados que en el alimento natural proporcionado; los PUFA
juegan un importante rol metabélico en la estructuracién de la membrana (Villette, 1990).

En cuanto al nivel de proteinas en la dieta, la mayoria de los estudios realizados estan
enfocados en camarones juveniles bajo diferentes condiciones experimentales (Fox et al.,
1995; Huai et al., 2010). Dichos estudios establecieron que no hay niveles minimos
requeridos de proteinas; sin embargo, si se requieren niveles minimos de inclusion para
algunos de los diez amino&cidos esenciales (Van Wyk, 1999).

Se ha estudiado el papel de los aminoacidos libres (FAA) en el metabolismo de
Palaemon serratus (Otazu-Abrill et al., 1982), en el musculo y el hepatopancreas durante el
decremento de la salinidad (Richard y Cecaldi, 1975), asi como en el musculo y el ciclo de
muda (Richard, 1980). McNamara et al. (2004) reportaron el papel de los FAA en la
regulacion osmotica (taurina, prolina y glicina).

En cuanto a la nutriciébn de camarones, Fox et al. (1995) utilizaron fuentes de
aminoacidos libres para determinar los requerimientos de lisina en juveniles de Penaeus
vannamei. Foster et al. (2002) sustituyeron algunos ingredientes (especificamente la harina
de pescado) hasta en un 50 % utilizando concentrados proteicos de soya, suplementado con
lisina y hasta un 75 % suplementando con arginina, metionina y fenilalanina.

Huai et al. (2010) realizaron reducciones de niveles de proteina con suplementos de
lisina, metionina, cisteina y treonina y reportan que se puede reducir la proteina cruda hasta
en un 35.5%.

Aminoacidos como la hidroxiprolina (OH-Pro) y la glutamina participan en la
elaboracion del tejido muscular (OH-Pro) y la sintesis de proteina es muy activa en este
periodo del desarrollo (Smith y Dall, 1991).



No obstante estos estudios, poco se sabe del rol de los aminoacidos libres (FAA)
respecto a la alimentacion y a la nutricion de los camarones (Gaxiola et al., 2013). Sin
embargo, son una buena opcion para realizar suplementos en las dietas de juveniles, sobre
todo cuando se utilizan fuentes de proteina vegetal que pueden ser deficientes en
aminoéacidos esenciales (Cuzon y Gehin, 1998; Ortiz, 2009).

En dietas para maduracién de camarones, no se conocen estudios en los cuales se
hayan usado aminoacidos libres (FAA) como suplemento para realizar la sustitucién de
proteinas.

Todos los estudios concernientes fueron realizados en agua clara, ya sea en

condiciones experimentales o de cultivo.

2.2. SISTEMAS ALTERNATIVOS DE CULTIVO AMIGABLES CON EL
AMBIENTE

La intensificacion de los cultivos acuicolas va acompafiada en algunos casos de
contaminacion ambiental debido al exceso de nitrogeno y fésforo causando eutrofizacién
de los sistemas acuaticos, ya que -al intensificarse los cultivos- se incrementa también la
racion de proteina, siendo ésta la que mayormente contribuye a la contaminaciéon por
nitrégeno en los sistemas de cultivo (Valenzuela, 2009).

El nitrégeno presente en el agua en forma de nitrito y amonio son toxicos para los
organismos si se presentan en concentraciones elevadas, afectan el crecimiento, la muda, el
intercambio de oxigeno y pueden llegar a causar la muerte (Mallasen y Valenti, 2006 en
Valenzuela, 2009).

Debido a esto y a la reciente problematica politica y social, se han buscado
alternativas de cultivo que causen menos impacto ambiental y que incrementen la
bioseguridad en los cultivos (Gaxiola com. pers., 2009).

Una forma de cultivo “amigable con el ambiente” es el denominado “floc” (Bio
FlocTechnology) (Avnimelech, 2007; Emerenciano, 2007) con cero recambio de agua en el
cual se propicia una flora bacteriana heterotréfica benéfica para los organismos cultivados,
principalmente bacterias requeridas para la nitrificacion (Cuzon et al., 2008b) y un balance
de C:N de 20:1. Estas comunidades bacterianas tienen la habilidad de sintetizar proteinas

que son aprovechadas por los camarones a partir del carbono organico de los desechos



nitrogenados (Wasielesky et al., 2006; Valenzuela, 2009).

Este tipo de cultivos tienen la ventaja de permitir altas densidades de siembra cuyos
desechos a sus vez mantienen la flora bacteriana y también permiten la reduccion de los
efluentes desechados al ambiente (Valenzuela, 2009).

Para ello se requiere una buena aireacién pues se necesita mantener los solidos
suspendidos y permitir la formacién de agregados que posteriormente seran colonizados
por la flora bacteriana y otros organismos (Valenzuela, 2009). Estos agregados le sirven al
camardén como un suplemento alimenticio (Emerenciano, 2007), también se ha demostrado
que fortalece la inmunologia de los camarones (Valenzuela, 2009) y permite reducir el

aporte de proteina que se les da a los organismos (Emerenciano, 2009a).



CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION DE LOS PROGENITORES

Los organismos usados proceden de la granja camaronera La Marca y fueron donadas a la
UMDI-Sisal en febrero de 2010 como postlarva 15 provenientes de Maricultura del
Pacifico.

En las instalaciones de la UMDI se mantuvieron en estanques con capacidad de
20000 L en dispositivo de biofloc (BFT) con cero recambio de agua y con adicién de
fuentes de carbono para nivelar valores de amonio, nitritos y nitratos; se les proporcion6
alimento comercial con 35 % de proteina con una racién diaria de 10 % de biomasa
corporal dividida en 5 tomas (alas4y 8 PM y alas 12, 4 y 8 AM) hasta llegar a la talla de
reproductores.

Los organismos reproductores provenientes de estanques exteriores fueron
trasladados al &rea de Maduracion de crustaceos para su aclimatacion al area y cuarentena.
Posteriormente se procedié al marcado de las hembras con elastdbmeros de silicon, a su
ablacion y a la distribucién por tina, el experimento dio inicio una vez que se realizo la
ablacion del pedunculo ocular en las hembras y a partir del dia en que se presento el primer
desove.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL Y DIETA
La formulacion de la dieta sometida a experimentacién (Tabla 1), se tomd de la referencia
de Gaxiola y Cuzon, com. pers., (2010).

Para el presente bioensayo se empled el disefio completamente aleatorizado con 2
réplicas por tratamiento en tinas con organismos que han sido mantenidos desde pl 15 en
el sistema de cultivo floc (BFT) con una duracién de 30 dias a partir del primer desove
(Tabla 2).

Se realizé una sustitucion de los alimentos frescos-congelados poliqueto y Artemia
por pellet conservando calamar y mejillén. Con los esquemas de alimentacion A: alimento

fresco 100% (calamar, poliqueto, mejillon y Artemia), B: alimento fresco 50% (calamar y



mejillon) + 50 % de alimento formulado denominado pellet' (el esquema de alimentacién

se toma como referencia a Nascimento et al. (1991) y C: 100% pellet.

Tabla 1. Formulacion de la dieta a probar (g/100 g de alimento seco)

Ingredientes Dieta maduracion % PC % lipidos
Calamar fresco 5 3.8 0.4
Suero de leche 12 9.6 0.8
Harina de pescado 30 19.3 2.1
Concentrado proteico de soya 10 6

Levadura de cerveza 5 2.3 0.3
Ensilado de cabeza E. morio 10 6 3.3
Aceite de higado de bacalao 4 4
Colesterol 0.5 0.5
Lecitina 2 2
'Mix aa + grenetina 2.4 2.4

Premezcla Rovimix DMS 2.5

Carofila 0.01

Harina de trigo 15.6 1.9

CMC 1

Total 100 51.1 14.4

'Mezcla de aminoacidos /100g de dieta: LIS 0.4%, LEU 0.3 %, ARG 0.4%, OH-Pro 0.2 %, GLUT 0.5 % y

MET 0.2%

Tabla 2. Disefio experimental

Expl Variables

Respuestas a trabajar

Disefio Estado

Formulacion
sustituyendo
el 100 % de
alimento
fresco en
sistema de
cultivo Floc

Ndmero de huevos/desove,
No. de huevos fertilizados,
tasa de fertilizacion, nimero
de nauplios, tasa de
eclosion, glucosa,
acilglicéridos, colesterol,
proteina total soluble, acidos
grasos

Completamente  Adultos
aleatorizado reproductores
con 2 réplicas  (30gr).

por tratamiento

A continuacion, en la Figura 1 se presenta un esquema con la distribucion de los

tratamientos.

! pellet. Alimento formulado detallado en la Tabla 1
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Figura 1. Tratamientos sometidos a experimentacion

Se sembraron 20 hembras y 30 machos por tina, dejando una proporcion 1:1.2,
respectivamente. La distribucion de las raciones (se tom6 como referencia a Nascimento et
al., 1991, con base en el 20 % de biomasa total para alimento fresco y 5% de biomasa total
para alimento formulado) se realiz6 de acuerdo con el esquema del Area de Maduracion y
Reproduccién de Camarén.

Esto consistio en 4 tomas diarias: A las 8 AM se alimentaban con calamar las tinas
con un esquema de alimentacion fresca y combinada y alimento formulado a las tinas con
un esquema basado en pellet. A las 2 PM se alimentaban con poliqueto las tinas con un
esquema de alimento que se denomind Fresco y con alimento formulado a los que se les
denomind Combinado y Pellet. A las 8 PM correspondié mejillon a las tinas con esquema
de Fresco y Combinado y alimento formulado a las correspondientes a Pellet. A la 1 AM se
alimentaron con Artemia a las tinas de esquema Fresco y con alimentos formulado a las de

Combinado y Pellet.

3.3. ELABORACION DE LA DIETA

Los ingredientes secos se tamizaron a menos de 250 mm, se mezclaron por 20 minutos, se
agrego la gelatina con la mezcla de aminoacidos libres usados. El encapsulado de los
aminoacidos se realiz6 de acuerdo con Cuzon, com. pers. 2010 y Cho et al. (1992) con

1M1



grenetina comercial disuelta en agua a 45 °C y posterior refrigeracion a 4 °C). A
continuacion se adicionaron los aceites y el carboximetilcelulosa (CMC) y se continué el
mezclado durante 15 minutos més hasta formar la pasta, la cual fue pasada por un molino
de rodillo sinfin para extrudirla y formar los pellets de consistencia semihimeda. Por
ultimo, se almacenaron a 0°C hasta ser empleados (Maldonado, 2007).

3.4. DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

3.4.1. Sala de maduracion de reproductores

Se tuvieron 6 estanques de fibra de vidrio con capacidad de 10 mil litros y un area seccional
de 4.62 m?, con una columna de agua de mar de 40 cm, con sistema de circulacién cerrado
mediante diferentes filtros (mecanicos, bioldgicos y fisicos) y recambio de agua del 100 %
semanal.

La densidad de siembra fue de 20 hembras y 30 machos por tanque (cuidando una
proporcién hembra/macho de 1:1.2).

El agua de mar se mantuvo con aireacion constante, una salinidad de 35%. y a una
temperatura de 28°C. Los reproductores se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas
luz- 12 horas oscuridad. Los parametros fisico-quimicos se tomaron dos veces al dia, a las 8
AM vy a las 4 PM. Los reproductores se alimentaron 4 veces al dia con el esquema a

evaluar.

3.4.2. Sala de desove y eclosién

Cuenta con tinas de desove con capacidad para 100 litros, el agua es clorada con aireacion
muy abundante, pasada por un filtro UV y tratada con EDTA, éacido 2-({2-
[bis(carboximetil)amino]etil}(carboximetil)amino)acético o &cido edético o acido
diaminoetanotetraacético, que una vez combinado con hidroxido de sodio forma la sal de
sodio?) para quelar los metales pesados. La temperatura se mantiene estable en 30 °C con

ayuda de un calentador de titanio marca TRAME.

2 Aunqgue la etiqueta del reactivo quimico dice en su traduccién disédico, el sodio no puede ser sodoso ni
sadico, por lo que se debe escribir de sodio (el diccionario de la lengua espafiola requiere una adecuacion
guimica para quitar los términos sddico, célcico, potasico, etc.). Nota de uno de los revisores
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3.5. ACELERACION DE LA MADURACION DE LAS HEMBRAS

A los organismos, una vez adaptados al tipo de alimento y a las condiciones de las tinas de
maduracion, se les acelerd la maduracién gonadica de las hembras mediante la ablacion
unilateral del peddnculo ocular (Sainz-Hernandez et al., 2008), ya que en su base se
encuentra el complejo neurosecretor 6rgano X-glandula del seno, el cual secreta las
hormonas que inhiben el desarrollo del ovario. De acuerdo con Maldonado (2007), este
proceso acelera la maduracion de las hembras de 3- 4 meses a 7-8 dias.

Al realizar la ablacion de las hembras se marcaron con elastomeros de silicon para
conocer el historial de desoves de cada una. A partir de ese momento, se observo
diariamente la evolucion del desarrollo del ovario y la conducta reproductiva de hembras y
machos.

Para la identificacion de los estadios de maduracion gonadica se emplearon los
criterios propuestos por Guitart y Quintana (1978) mencionados por Rendén (1997) y
Maldonado (2007).

3.6. MADURACION Y COSECHA DE LOSHUEVOS
Para la seleccion de las hembras maduras, se llevd a cabo la revision de las gonadas a las
19:00 horas mediante la observacion directa con una lampara sumergible (Rendon, 1997,
Emerenciano, 2009a).

Las hembras en estadio 1V fecundadas fueron colocadas en tanques de cosecha de 100
L con agua de mar, filtrada y tratada con UV y EDTA y con aireacion muy leve. Los
tanques y el &rea se mantuvieron en oscuridad. Al término del desove las hembras fueron
regresadas a los tanques de maduracion.

Los huevos se cosecharon con una malla de 100 micras en un volumen de 10 litros de
agua de mar filtrada y esterilizada con UV y tratada con EDTA (en una concentracion de 10
mg/L), una vez cosechado se procedi6 a contar los huevos totales y los fertilizados.

Antes de realizar una cosecha total e inmediatamente después de regresar a las
hembras a las tinas correspondientes (este procedimiento se realiz6 a la 1:00 AM) se
procedié a tomar una muestra de huevos para ser congelados en nitrégeno liquido, se

tomaron los huevos y se dividieron en 2 alicuotas iguales.

12



3.7. RESPUESTAS A EVALUAR EN EL DESEMPENO REPRODUCTIVO DE LOS
CAMARONES
A continuacion se mencionan los pardmetros evaluados en cuanto al desempefio

reproductivo de los reproductores de L. vannamei.

a. Numero de desoves por hembra (remaduraciones): Para calcular la eficiencia de la
remaduracion. Eficiencia de remaduracion: Hd*/ Hd,. Donde: Hd" = nGmero de desoves;
Hd; = nimero de hembras totales que desovaron durante el transcurso del tratamiento.

b. Eficiencia del desove: Numero de desoves en relacion con el total de hembras
ablacionadas:

ED = Dt/Ha. Donde: Dt = Desoves totales, Ha = Total de hembras ablacionadas.

c. Numero total de huevos: En relaciéon con el nimero de huevos desovados por la
hembra.

d. Tasa de fertilizacion: Nimero de huevos fertilizados en relacién con el nimero
total de huevos desovados: Tf = (Hf/Ht)*100

e. Produccién total de nauplios: Nauplios totales eclosionados del total de huevos fértiles
desovados.

f. Tasa de eclosion: Numero de huevos eclosionados en relacion con el total de huevos
desovados: Te = (Tn/Ht desovados)*100

g. Indice gonadosomatico (IGS): Masa de la gonada en relacion con la masa total del
organismo: IGS = (Pg/Pt)*100

h. Indice hepatosomatico (IHS): Masa de la glandula digestiva en relacion con la masa
total del organismo: IHS = (Pg/Pt)*100

i. Calidad espermatica: La calidad espermatica se evalu6 a partir del conteo de
espermatozoides y de su viabilidad. Para ello, un medio espermatéforo fue homogeneizado
a 1000 rpm durante un minuto a temperatura ambiente en solucion libre de calcio: 370 mM
NaCl, 15 mM KCI, 8.7 mM H,BO3;, 4.7 mM NaOH, 40.9 mM MgS0O,.7H,O (Leung-
Trujillo y Lawrence, 1987). Posteriormente se le agreg6é 0.1 mL de azul de tripan (Tripan
blue 0.1% en solucién salina al 0.9 %) (Arévalo, com. pers., 2010). Después de 10 minutos
se decanté el sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf® y se procedié al conteo y la
clasificacion de las células en una camara de Neubauer y un microscopio Optico

(Micromaster). Se reconocieron las células anormales por la presencia de malformaciones
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en la cabeza o la ausencia de la cola en base a su refringencia; células muertas se
identificaron por la coloracién azul. Posteriormente se le aplicd la siguiente férmula para el
conteo:

Cel/mL = (P*16)*FD*10000

en donde: P = Promedio; 16 = Numero de celdas; FD: Factor de conversion.

j. Indice nutricional Ac:Col: Es la relacion existente entre los acilglicéridos totales y el
colesterol total.

k. Indice nutricional Ac:Pts: Es la relacion existente entre los acilglicéridos totales y las
proteinas totales.

3.8. ANALISIS DE LABORATORIO

A continuacion se describen los analisis bioquimicos realizados para evaluar el desempefio
reproductivo de los reproductores de L. vannamei alimentados con alimento fresco y la dieta
a evaluar. Los organismos fueron trasladados al Laboratorio Central del la UMDI en taras y
con una disminucion previa de 5°C a la temperatura de la tina correspondiente (Arévalo,
com. pers., 2010). Se procedio a tomar la muestra de hemolinfa con una jeringa preparada
con una solucién anticoagulante consistente en solucion isotonica para camardn (SIC): NaCl
450 mM, 10 CaCl mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM, 10 mM EDTA-Naz, 1033 mOsm kg™,
pH 7.3; (Vargas et al., 1993). La solucion isotdnica para camardn (SIC) es desechada antes
de realizar la puncion en el seno ventrolateral del 5° par de pereidpodos, después la
hemolinfa fue diluida en 50 mL de solucién isotonica para camardn (SIC en proporcion
1:2). La solucién con la hemolinfa fue centrifugada a 800 g por 5 minutos a 4 °C para con
ello obtener el plasma (sobrenadante). Las muestras de diferentes tejidos (génada, glandula
digestiva, huevos y nauplios) se congelaron en nitrogeno liquido (-195 °C) y almacenados
en un congelador marca Revco a -80°C hasta su posterior utilizacion.

Proteinas totales, triglicéridos, colesterol y glucosa se midieron en hemolinfa,
glandula digestiva (hepatopancreas), gonadas, huevos y nauplios (Emerenciano, 2009b), los
tejidos fueron pesados y homogeneizados en 500 pL de agua libre de pirdgenos a 4°C, se
realizaron diluciones para medir colesterol y triglicéridos y posteriormente el
homogeneizado fue centrifugado a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C, con el

sobrenadante se realizaron las diluciones respectivas para determinar proteinas y glucosa.
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Las proteinas solubles se determinaron utilizando el kit Micro Protein Determination
(Procedure No. 610) de Sigma, basados en el método de Bradford (1976). Las muestras se
leen en un lector de micro placa BIORAD® modelo 550 con un filtro de 595 nm. De cada
muestra se realizé una determinacion por triplicado.

La glucosa fue determinada mediante la utilizacion del “kit” Elitech Glucose PAPSL
y leida a 500 nm de absorbancia. Triglicéridos se determin6 con el “kit” reactivo Elitech
Triglicerid Mono SL vy leido a una absorbancia de 500 nm. Para determinar colesterol se
uso el “kit” Elitech Cholesterol SL y leido a 500 nm de absorbancia.

3.9. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA DIETA DE
MADURACION Y ALIMENTOS FRESCOS PROPORCIONADOS A
REPRODUCTORES DE L. vannamei

Los andlisis fueron realizados en el modulo de la Facultad de Quimica, UNAM de Sisal.
Para evaluar los perfiles de acidos grasos en alimento fresco y en el alimento formulado, las
muestras fueron almacenadas y congeladas en el congelador marca REVCO a -80°C.
Después de descongelar, los lipidos totales fueron extraidos de acuerdo a la metodologia
descrita por Emerenciano (2009b) siguiendo el protocolo de Folch et al. (1957). Las
muestras fueron saponificadas en KOH (50%), la identificacion de los acidos grasos metil
ésteres se realizd mediante cromatografia de gases segun lo descrito por Peixoto et al.
(2008).

En la Tabla 3 se enlistan los valores obtenidos de acidos grasos insaturados (n-3) y (n-

6) en los alimentos proporcionados a reproductores de L. vannamei.

3.10. COLESTEROL Y CAROTENOIDES
La Tabla 4 muestra la aportacion de colesterol de cada una de las dietas al proceso de
maduracion, dicha determinacion fue hecha mediante el célculo por referencia (Cuzon, com.
pers., 2014). El total de la Tabla 4 es de 0.1 mg de colesterol libre del pellet mas 23 mg del
alimento fresco.

En cuanto a la cantidad de carotenoides (Tabla 5) aportados a los diferentes

tratamientos, el calculo fue hecho mediante un par de referencias bibliograficas (Fisher et
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al., 1956; Partali et al., 1989), en relacién con reproductores de 35 g alimentados al 20% de

biomasa en masa fresca al dia y 1 mejillon por camarén.

Tabla 3. Perfil de &cidos grasos de las dietas

Prom. DE Prom. DE Prom. DE Prom. DE Prom. DE
Pellet Calamar Mejillon Poliqueto Artemia
C16:1 6.5 0.6 0.9 0.1 7.3 0.3 7.4 0.5 11.3 0.1
C18:0 6.1 0.6 8.3 1.2 7.5 0.1 8.0 0.1 7.9 0.1
C18:1 n-9c/t 18.1 17 35 0.3 231 0.1 3.0 0.6 21.1 0.0
C18:2n-6 (LA) 12.0 0.9 1.2 0.2 6.9 0.1 1.7 0.2 8.0 0.2
C18:3n-3 2.2 0.2 0.2 0.0 0.7 0.0 11 0.1 13.1 0.4
(ALA)
C20:1 n-9 6.7 1.4 11.9 0.4 6.2 0.2 5.1 0.3 0.3 0.1
C20:3 n-6 0.2 0.0 0.1 0.0 0.3 0.1 0.2 0.0
C20:3n-3 1.6 0.1 18 0.1 0.2 0.0 2.1 0.1 2.1 0.0
C20:4 n-6 0.2 0.0 0.9 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.5 0.0
(ARA)
C20:5n-3 8.4 0.8 145 0.0 1.9 0.0 7.6 0.2 0.3 0.0
(EPA)
C22:1n-9 0.6 0.1 0.7 0.1 1.2 0.1 0.3 0.0 0.2 0.0
C22:6 n-3 12.8 1.0 35.6 0.4 1.3 0.2 11 0.1 0.1 0.0
(DHA)
(n-3)/(n-6) 1.1 7.9 0.6 9.9 18
DHA/EPA 15 2.4 0.7 14 0.3

Tabla 4. Aportacion de colesterol de las dietas por dia (% de lipidos totales)

Compuesto Pellet Calamar  Poliqueto  Mejillon  Artemia
Colesterol libre 0.1 12 6 5

Colesterol esterificado - 0.01 0.2 0.2

Aportd 0.1 12 6 5 -

Tabla 5. Carotenoides ug/g de masa seca por tratamiento

Dieta Racion Concentracion pg Total pg
Fresco  Calamar 800 mg 2 uglg 1.6" 257
Mejillon 1 mejillon 10 pglg 2557
Seco Carofila - 10 ppm 40 40
roja

L Fisher et al., 1956; *Partali et al., 1989
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3.11. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados presentados en porcentajes o proporciones y fueron transformados a
Arcoseno antes de aplicarles las pruebas estadisticas, para los andlisis estadisticos se uso el
paquete Statistical Analysis Software o SAS version 2006.

A los resultados de desempefio reproductivo se les aplicd un andlisis de varianza
(ANDEVA) factorial anidado. La ponderacion de las diferencias significativas se realizd
por medio de una prueba pos hoc de rangos multiples de Tukey o una prueba de Cochran,
Hartley y Bartlett (Zar, 1984), con una a=0.05 (95 % de confianza).

A los valores observados en calidad espermatica se les realiz6 una transformacion
logaritmica para ajustar a la normalidad antes de aplicar el ANDEVA factorial.

Para los datos no normales ni homogéneos se les aplicé un andlisis no paramétrico de
Mann-Whitney.

Los parametros con 0 o 1 valor no fueron tomados en cuenta al realizar el estadistico
por que no permitian realizar la prueba.

Para el analisis de la actividad de metabolitos se realizd un analisis de varianza

(ANDEVA) de una via y una prueba pos hoc de Tukey.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CALIDAD DEL AGUA Y PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos para parametros fisico-quimicos
evaluados. No se observan diferencias significativas (p>0.05) y, en este caso, se realiz6 un
recambio de 100 % del agua en forma semanal.

Tabla 6. Parametros fisico-quimicos (promedios + desviacion estandar)

Pellet Fresco Combinado
Temperatura 28.4+1.2° 28.6+1.2° 28.8+1.3%
(°C)
OD (mgL™) 6.040.9° 6.30.6° 6.2+0.8°

Los parametros se mantuvieron estables durante el periodo de experimentacion

4.2. RESPUESTAS ZOOTECNICAS EN HEMBRAS
A continuacion se muestran los resultados zootécnicos del experimento.

La Tabla 7 muestra los parametros zootécnicos evaluados para las hembras de L.
vannamei. No se observan diferencias significativas (p>0.05) en las masas finales. En
sobrevivencia, en el ANDEVA de una via tampoco se observan diferencias significativas
(p>0.05) en cuanto a este parametro. Sin embargo, si se observa una menor sobrevivencia
en las tinas alimentadas con alimento fresco con un promedio de 80 %, seguido de las tinas
alimentadas con la combinacién de alimentos y, por ultimo, presentando las tasas mas altas

de sobrevivencia las tinas alimentadas con Pellet.

4.3. DESEMPENO REPRODUCTIVO
4.3.1. Desempenfio reproductivo en hembras
En la misma tabla (Tabla 7) se observan los valores correspondientes al desempefio
reproductivo de las hembras sometidas a los diferentes tipos de alimentacion.

En cuanto a los indices se observan diferencias (p>0.05) en el gonadosomatico (IGS)
entre hembras maduras e inmaduras pero no en el hepatosomatico (IHS).

Se presentaron en total 4 desoves en el tratamiento Pellet, a continuacién Fresco con
54 y Combinado con 64, el experimento se dividid en dos periodos de tiempo, el inicial que
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abarcd desde el dia que las hembras fueron ablacionadas hasta el dia 20 de

experimentacion.

Tabla 7. Desempefio reproductivo de hembras de los distintos regimenes alimenticios

Parédmetro Pellet Fresco Combinado p
N 40 40 40
Masa (g) 37.4(3.3)° 36.4(4.6) 39.9(+4.5)* ns
Sobrevivencia (%) 92.5 (1) 80 (z) 87.5 (1) ns
iGS inmaduras 1.32+0.67° 1.5+0.73° 1.03+0.67°
IGS maduras 2.0£0.79° 2.79£0.79° 2.5320.71° 0.0000
IHS Inmaduras 3.25+0.75% 2.89+0.64° 2.79+0.68*
IHS maduras 2.97+0.71% 2.86+0.94° 2.96+0.81° ns
Desoves totales 4 54 64 na
*Desoves inicial 0* 9? 21%
*Desoves final 4 45 43 (0.016)
Desoves no fértiles 3 15 16 na
Eficiencia del desove (+ES) 0.1 (+0.3)° 1.35 (+0.5)" 1.6 (+0.4) (0.015)
Eficiencia de la remaduracion (+ES) 1 (+0.0)° 1.7(x0.4)° 2.1(x0.1)° (0.005)
Méximo orden desove 1 5 4 na
Latencia (dias +ES) 23(x2.4)* 20(x2.3)* 19(x2.5)* ns
% Hembras desovadas 1 vez (+ES) 10 (+2.7) 77.5(+1.9)° 77.5(x4.2)° 0.003
Maduraciones totales 14 64 74 na
Namero de huevos por desove (x10°+ ES) 88.7 (£255.5) 103.3 (x31.2)* 113.4 (+59.4) ns
% fertilizacion inicial” - 64.9+4.3° 64.1+4.1° ns
% fertilizacion final® 3.2 58+5.5° 50.3%5.3 ns
9% eclosion inicial 43.9+4.7° 35.5+5.1° ns
9% eclosion final 35.9+4.7° 26+4.0° ns
“*Nauplios x desove inicial (+ES)" - 30426+102° 34816+164*
“*Nauplios x desove final (+ES)* - 27157+147° 22006+121° ns
Total de huevos producidos (x10°) 29.4 1956.6 1879.1 na
Total de nauplios producidos (x10°%) 0 420426 543829 na

na (no aplica), ns (no significativo)

Inicial (entre la ablacién y el dia 20). Final (del dia 21 al dia 40)
*ANDEVA factorial (2 para inicial y final y 3 para dieta)

** ANDEVA factorial para inmaduras y maduras

*Se elimind el valor solitario para poder aplicar el estadistico

" ANDEVA factorial anidada

El periodo final abarcé desde el dia 21 hasta el dia 40 de experimentacion siendo en el
periodo final donde se observan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos,
Pellet es diferente de manera significativa respecto a Fresco y Combinado.

Esto también se encuentra reflejado en el indice eficiencia del desove (con un valor de
0.1 para Pellet, 1.35 para Fresco y 1.6 para Combinado) y en la eficiencia de la
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remaduracion (con un valor de 1 para Pellet, 1.7 para Fresco y 2.1 para Combinado), en
ambos es el tratamiento Pellet el que es diferente de manera significativa (p<0.05); Pellet
presentd un 10 % de hembras desovadas (p 0.05) seguido de los tratamientos Fresco y
Combinado, ambos con 77.5% de hembras totales desovadas.

Combinado present6 la mayor cantidad de huevos por desove con 113,409 seguido
por Fresco con 103,266y Pellet con 88,700.

No se observan diferencias significativas en los % de fertilizacion inicial. Fresco
presentd el valor mas alto con 64.9% seguido de Combinado. En cuanto al % de
fertilizacion final se observd una mayor tendencia hacia Fresco con 58% seguido de
Combinado con 50.3%.

Tampoco se observan diferencias en los porcentajes de eclosion inicial y final, en
ambos Fresco es mas alto que Combinado.

4.3.2. Respuestas bioquimicas en hembras
La Tabla 8 muestra los valores de metabolitos obtenidos en hembras de L. vannamei.

4.3.2.1. Acilglicéridos
Se presentan diferencias significativas (p<0.05) en hemolinfa, hepatopancreas y génadas.

En hemolinfa las diferencias se aprecian en Pellet pues los valores fueron
significativamente superiores con respecto a los demas tratamientos y estadios de
maduracion (p<0.05).

En hepatopancreas, se presenta la misma tendencia en hembras maduras e inmaduras,
excepto en hembras maduras del tratamiento Combinado (el tratamiento Pellet en hembras
inmaduras con 3.6 mg g™ tejido y Combinado en hembras maduras con 3.5 mg g™ tejido
son diferentes del resto de los tratamientos y estadios de maduracion (p<0.05).

En go6nadas, las hembras maduras, excepto por Pellet, son significativamente
superiores (p<0.05) respecto a los demas tratamientos (Fresco con 5.5 mg g™ tejido y
Combinado con 5.4 mg g™ tejido).

Huevos y nauplios no presentan diferencias significativas (p>0.05) siendo los valores

similares.
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Tabla 8. Metabolitos de los diferentes tejidos evaluados en hembras de L. vannamei (mg g™ + ES)

HEMBRAS INMADURAS HEMBRAS MADURAS
Pellet Fresco Combinado Pellet Fresco Combinado p
Hemolinfa 0.620.4(14)° 0.420.4(12)* 0.520.4(10)* 0.720.5(5)° 0.4+0.4(8)* 0.520.4(9)* 0.03
Acilgliceridos Hepatopancreas* 3.621.5(10)° 2.9+1.4(10)* 2.1+0.9(8)* 2.2+1(5)° 1.9+1.1(6)* 3.5+1.1(7)° 0.04
(mgg™) Goénadas 3.7+1.4(10)® 3.2+0.9(10) 2.5+1.1(12) 2.8+1.4(5) 5.5+1.4(8)° 5.4+1.3(8)° 0.002
Huevos 17.8+3.4(10)a 13.1+1.9(10)a ns
Nauplios 7.1+1.6(11)a 7.6+1.5(10)a ns
Hemolinfa 0.20.2(15)* 0.240.2(10)* 0.20.2(9)* 0.240.1(5)* 0.2+0.3(6)* 0.2+0.2(8)* ns
Hepatopancreas 2.7£1.2(6)* 2.9+1.1(6)* 2.4+1.1(9% 2.0+£0.8(4)* 2.7£1(5)% 2.0+£0.8(4)* ns
Colesterol (mg g™) Gonadas 2.30.8(9)* 2.4+1.3(10)* 1.9+1.1(12) 2.1+1(5) 4.3+1.4(8)° 3.1+1.1(8)* 0.002
Huevos 8.4+1.0(10)* 7.2+1.3(10) ns
Nauplios 5.2+2.0(10)* 5.3+1.7(10) ns
Hemolinfa 131.324.9(10)* 132.8+7.9(8)° 133.525.4(10)* 152+4.2(5)¢ 149.2+4.4(7) 142.2+4.9(9) ns
Hepatopéncreas 23.242.3(13) 23.7+1.9(12) 25.5+2.1(13) 24.5+1.9(5)* 24.6+2.2(8) 27.1+2.9(7) ns
PTS (mg g?) Gonadas 44.4£3.4(9)° 41.6+3(10)° 44.8+2.6(12)° 44.2+1.9(5) 24.9+3.3(8) 36.143.6(7)° 0.004
Huevos 15.8+2.1(10)* 13.0+2.0(10)* ns
Nauplios 14.32.6(11) 16.4+1.6(10)* ns
Hemolinfa 0.240.3(7) 0.240.3(9)* 0.2+0.3(8)* 0.30.3(5)° 0.20.3(5)* 0.2£0.2(7) 0.003
Glucosa (mgg™) Hepatopancreas* 1.8+0.7(10)a 1.8+0.8(11)a 1.3+0.7(10)a 1.2+0.7(5)a 1.120.7(8)a 1.7¢0.7(7)a ns
Gonada 0.30.4(8)a 0.30.4(9)a 0.420.4(11)a 0.240.1(4)a 0.420.4(8)a 0.30.4(8)a ns
Huevos 0.3+0.2(10)* 0.3+0.3(10)* ns
Nauplios 0.420.4(6)* 0.30.3(9)* ns
Hemolinfa 0.004+0.03(12)* 0.003+0.03(8)* 0.004+0.03(10)* 0.004+0.03(5)* 0.002+0.02(7)? 0.003+0.04(9)? ns
AC-PTS Hepatopancreas 0.2+0.4(9)a 0.1+0.3(10)a 0.1+0.3(8)a 0.1+0.2(4)a 0.1+0.3(6)a 0.1+0.2(7)a ns
Gonada 0.120.1(9)* 0.120.2(10)* 0.10.2(12)* 0.10.2(5)* 0.2+0.3(8)° 0.240.3(7)° 0.0016
Huevos 1.1+0.6(10)* 1.0+0.4(10)* ns
Nauplios 0.620.7(10)* 0.520.3(10)* ns
Hemolinfa 2.940.6(14)a 2.70.7(9)a 2.9+1(8)a 2.920.7(5)a 2.30.5(6)a 2.620.7(9)a ns
ACC Hepatopéncreas 0.5+0.4(4)® 0.4+0.4(5)® 0.5+0.4(5)® 0.6+0.4(4)® 0.3+0.3(5)* 0.9+0.6(5)° 0.002
' Gonada 1.5+0.8(9)a 1.6+0.7(10)a 1.5+1.3(12)a 1.4+0.9(5)a 1.5+0.8(8)a 1.8+0.5(8)a ns
Huevos 1.7+0.4(10)* 1.8+0.4(10)* ns
Nauplios 1.5+0.6(10)* 1.9+1.3(10)* ns

4.3.2.2. Colesterol
Solamente se observan diferencias significativas (p<0.05) en génadas, en el tratamiento
Fresco en hembras maduras con 4.3 mg g™ tejido, respecto a hembras inmaduras y Pellet y

Combinado en hembras maduras.

4.3.2.3. Proteinas

Las diferencias se presentan en el tejido gonada, los valores de hembras maduras del
tratamiento Fresco (24.9 mg g™ tejido) son diferentes de manera significativa (p<0.05) de
Combinado (36.1 mg g™ tejido) y Pellet (44.2 mg g™ tejido) en hembras maduras, y de
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Fresco (41.6 mg g tejido), Pellet (44.4 mg g™ tejido) y Combinado (44.8 mg g™ tejido) en

hembras inmaduras.

4.3.2.4. Glucosa

Las diferencias se observan en hemolinfa en donde Pellet (0.32 mg mL™) en hembras
maduras es significativamente diferente (p<0.05) respecto a Fresco (0.24 mg mL™Y) y
Combinado (0.16 mg mL™) en hembras maduras y Pellet (0.20 mg mL™), Combinado (0.21
mg mL™) y Fresco (0.22 mg mL™) en hembras inmaduras.

4.3.2.5. Indice nutricional Ac:Pts

En cuanto al indice Ac:Pts, en el tejido hepatopancreas es donde se aprecian diferencias
significativas (p<0.05), siendo Combinado (0.93) en hembras maduras diferente
significativamente (p<0.05) del resto de los parametros.

4.3.2.6. Indice nutricional Ac:Col
Las diferencias se presentan en el tejido hepatopancreas entre el tratamiento Fresco (0.29) y
Combinado (0.93) en hembras maduras.

4.4, PARAMETROS ZOOTECNICOS Y CALIDAD ESPERMATICA EN MACHOS

En la Tabla 9 se observan algunos pardmetros medidos en machos de L. vannamei. No hay
diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a masas finales y a sobrevivencia, siendo
mayor ésta en el tratamiento Fresco con 98.5 % y con Pellet y Combinado con 91.5 %.
Tampoco se observan diferencias significativas en el indice gonadosomaético (IGS), siendo
menor en el tratamiento Fresco con 1.19, seguido por Pellet con 1.23 y Combinado con
1.35; en el indice hepatosomatico (IHS), Fresco sigue siendo el valor mas bajo con 2.49,
seguido de Combinado con 2.78 y Pellet con 3.15.

En cuanto al conteo de células espermaticas, el tratamientos Pellet presenta el mejor
resultado a pesar de que en células normales no hay diferencias significativas (p>0.05)
respecto a Fresco y Combinado, pero si existen diferencias en el nimero de células
anormales por tratamiento pues en Pellet se presentan los valores diferentes (p<0.05).
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Tabla 9. Calidad espermatica y parametros zootécnicos de reproductores de L. vannamei

Pellet Fresco Combinado p
Masa machos (g) + DE 33.2+4.2° 33.0+2.2° 32.5+3.9° ns
Sobrevivencia% + DE 91.5% 98.5°% 91.5% ns
1GS 1.2+0.7% 1.2+0.7% 1.4+0.6° ns
IHS* 3.2+1° 2.5+0.5% 2.8+0.8% ns
Normales (cel/mL) x 10°+ ES x 10°) 7.0+22° 52+1.3° 7.2+19° ns
Anormales (cel/mL) x 10°+ ES 0.1+0.7% 3.1+13° 34+11°  0.002

* No paramétrico Kruskall-Wallis (para grupos independientes)

4.5. RESPUESTAS BIOQUIMICAS EN MACHOS

A continuacion (Tabla 10) se muestran los resultados de metabolitos obtenidos en
reproductores de L. vannamei provenientes del sistema de cultivo floc y alimentados con la
combinacion de alimento fresco y/o pellet formulado.

Tabla 10. Metabolitos en diferentes tejidos de machos de L. vannamei (mg g™ + ES)

p: nivel de significancia

Pellet Fresco Combinado p

acilglicéridos Hemolinfa 0.4+0.1(9) 0.4+0.1 (10)* 0.4+0.1(10)a ns
mg g-l Hepatopancreas 26+3.7(8) 47.6+4.7 (7)° 47.5+8(8)" 0.04

Génada 4+2.4 (10) 2.7+0.9 (8)* 3.8+1 (8)a ns

Ac:Pts Hemolinfa 0.004+0.002* 0.003+0.000% 0.003+0.001% ns

Hepatopéncreas 1.6+1.3° 3+2.5° 2.9+1.8° ns

Gonada 0.09+0.0° 0.07+0.0° 0.08+0.0° ns

colesterol Hemolinfa 0.2+0.0 (8)° 0.2+0.0 (9)° 0.2+0.1(10)° ns
mgg* Hepatopancreas 8+3.6 (8)° 1545 (8)° 1245.2 (9)° 0.003

Gonada 2+1.5 (8)* 1.9+1.6 (8)* 1.5+0.5(9) ns

Ac:C Hemolinfa 2.2+0.6* 2.3+0.3a 2.2+0.5a ns

Hepatopéncreas 3.3+2.2° 3.5+1.3" 4.0£2.2° ns

Gonada 2.7+¢1.1° 2.3+1.6° 2.5+0.8° ns
glucosa Hemolinfa 0.1+0.1 (4)* 0.1+0.1 (10)* 0.3+0.1 (9)b 0.0003

mg g-l Hepatopéncreas 0.9+0.4 (10)* 1.1+0.4 (8)? 0.9+0.3 (9)* ns
Gonada 0.4+0.2 (8)* 0.4%0.2 (9)* 0.7+0.2 (9)b 0.001

proteinas Hemolinfa 119.8+39.2 (9)° 139+22.2 (8)* 135+24.3 (10)* ns
mg g-l Hepatopéncreas 15+4.7 (10)* 22+3.7 (7)° 18+4.4 (9)® 0.006

Gonada 44.8+11.4 (10) 40.9+7.8 (9)* 49.8+13.6 (9)* ns

*  Mann-Whitney; Kruskall-Wallis (Chi square)
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En acilglicéridos las reservas mas bajas se presentan en hemolinfa, seguidos por la
génada en donde Fresco presenta el valor més bajo con 2.7 mg mL™, Combinado con 3.8
mg mL™ y Pellet con 4 mg mL™; en cambio las reservas en glandula digestiva son mas bajas
en Pellet con 26 mg g™ tejido y més altas en Combinado (47.5 mg g™ tejido) y Fresco (47.6
mg g™ tejido), siendo Pellet diferente significativamente (p>0.05).

En los indicadores Ac:Pts y Ac:Col no se observan diferencias significativas,
apreciandose los valores mas elevados en la glandula digestiva (hepatopéancreas).

4.6. DISCUSION FINAL

4.6.1. Alimentos frescos y/o congelados

Un punto en el que la mayoria de los autores estdn de acuerdo desde que comenzd la
domesticacion de camarones peneidos en la época de los 60 del siglo XX (Deshiamru y
Shigeno, 1980) es en la importancia de elaborar un alimento balanceado que aporte todos
los requerimientos nutricionales adicionales necesarios en el proceso de la reproduccion y
que permita sustituir las fuentes de alimentos frescos que se les proporciona a los
reproductores, Wouters et al. (2001) mencionan que la disponibilidad de una dieta éptima es
identificada como un factor crucial para la maduracion sexual y la reproduccion de
camarones.

Los motivos para dicha sustitucion son muy diversos, van desde la accesibilidad de
alimentos frescos, el precio, la calidad debido a la estacionalidad, problemas relacionados
con almacenamiento, ademas de que expone a los reproductores a algunos riesgos de
bioseguridad (NutraFeed®, 2012).

De alli la importancia de una dieta formulada, sin embargo, igualar una dieta natural
con una dieta artificial no es un objetivo simple (EPIFEED®, 2012) pues no siempre se logra
sostener la reproduccién. Braga et al. (2010) encontraron que la calidad reproductiva de los
machos decrece significativamente en camarones alimentados con solo alimento comercial,
en el presente bioensayo los reproductores alimentados con solo alimento formulado semi-
humedo presentaron un pobre desempefio reproductivo a pesar de que se utilizaron
ingredientes de alta calidad en la elaboracion, incluyendo una suplementacion con
aminoacidos libres (LYS 0.4%, LEU 0.3 %, ARG 0.4%, OH-Pro 0.2 %, GLUT 0.5 % y
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MET 0.2%), sin embargo ésta no fue suficiente debido a diferentes razones, particularmente
la lixiviacion (Huai et al., 2010) de la dieta semi-himeda en las tinas de maduracion.

En la revisién de Wouters et al. (2001) solamente se reporta un alimento comercial
recomendado para proporcionarse al 100% de la racion diaria (Golden Spawn de Tesgofarm
Agqua en Holanda), otros como el Breed S de INVE (Aquaculture Baasrode Belgium) estan
recomendados para proporcionar el 60% de la racion alimentaria y otros mas como el
Higashimaru (Higashimaru, Japan), MadMac —MS premix (Aquafauna Biomarine USA),
Nippai (Nippai, Japén), Rangen (Rangen, USA) y Zeigler (Zeigler Bros., USA) que
solamente recomiendan para proporcionar el 1 % de la biomasa diaria.

Wouters et al. (2002a) también mencionan que los dérganos reproductores sufren
cambios durante esta etapa, la masa de los ovarios de una hembra puede aumentar de 4 a 9
veces en una semana y en este periodo de tiempo se deben depositar nutrientes suficientes
dentro de la yema de los huevos para mantener el desarrollo normal de embriones y
nauplios y que la ausencia de dichos nutrientes puede llegar a detener por completo el
proceso reproductivo (Bray y Lawrence, 1992).

Los estudios referentes a los requerimientos necesarios para reproductores de camaron
se han enfocado en proteina, lipidos y HUFA. Harrison (1990) menciona que la mayoria de
los estudios realizados en reproductores se basan en experiencias de ensayo y error en la
investigacion usando alimentos frescos y Marsden et al. (1997) también mencionan que es
muy dificil correlacionar los efectos de estos estudios pues dietas diferentes estan
aparentemente afectando aspectos diferentes de la reproduccion.

Bray et al. (1990) igualmente hacen énfasis en que cuando se formule una dieta
artificial se mantenga en mente con cual otro alimento fresco puede ser combinada y en que
proporcion. También influye la especie de alimento fresco utilizado. Naessen et al. (1997)
reportan que el poliqueto A. reseii presenta desempefios mas pobres que Glycera
dibranchiata.

A pesar de las numerosas investigaciones enfocadas en lograr la sustitucién total de
alimentos frescos y/o congelados, se sigue recomendando la combinacion con dietas
artificiales, en el presente experimento se observan resultados similares cuando se combina
calamar-mejillon con alimento artificial que cuando solamente se proporcionan alimentos

frescos congelados.
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Existe otro punto de vista presentado por algunos autores (Emerenciano et al., 2012;
Cuzon et al., 2008Db). Ellos sugieren que la historia nutricional de los futuros reproductores
se mantenga en sistemas de cero recambio (“floc, biofloc”) pues estas condiciones
proporcionan un plus de nutrientes presentes en los floculos bacterianos en suspension
(aminoacidos, lipidos y proteinas) ademas de que las hembras mantenidas en este tipo de
sistema pueden desovar mas rapidamente y presentar un mayor nimero de desoves que las
mantenidas en sistemas convencionales de agua clara (Emerenciano, 2012).

Y, por ultimo, respecto del punto de vista de los reproductores mantenidos en
condiciones de cultivo exterior, Andriantahina et al. (2012) realizaron el proceso
reproductivo en tanques de concreto (TR) y estanques y determinaron que los reproductores
provenientes de estanques (PR) presentaron un mejor desempefio reproductivo, ademas de
que los machos presentaron una calidad reproductiva similar a los silvestres, lo que permite
no depender de organismos del medio natural para la generacion de nuevas progenies (Jiang
et al., 2009).

Existen factores aparte de la dieta que pueden afectar la reproduccién (Bray y
Lawrence, 1992; Naessen et al., 1997), en el presente bioensayo se consideran que las
condiciones son constantes para todas las tinas (temperatura controlada, niveles de oxigeno
disuelto normales, horarios de alimentacion, tasas de recambio de agua, etc).

Se presentaron maduraciones en hembras alimentadas con Pellet, sin embargo, se
observé un fallo en el proceso de la copula, esto podria ser debido a que la dieta no cubre
por si sola los requerimientos energéticos necesarios en los machos pues se observé una
baja concentracion de glucosa en hemolinfa en machos del tratamiento Pellet (Tabla 10).
Ademas, esta reportado que algunos alimentos frescos proveen hormonas que influyen en
los procesos de maduracién gonadica o en la copula (Cahu et al., 1994). Estos requieren una
coordinacion enddcrina para cubrir las demandas fisioldgicas y energéticas de dichos
procesos.

En las hembras se centra en el proceso de la vitelogénesis, desde la vitelogenina en la
yema como proteina precursora y su acumulacion en el ovario en forma de vitelina (Meusy
y Payen, 1988). En el caso de las hembras del tratamiento Pellet es posible que se llevara a
cabo la vitelogénesis temprana pero no la tardia, impidiendo asi que la génada terminara el

proceso de maduracion, causando una reabsorcion de lipidos via hemolinfa hacia el
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hepatopancreas (regresion gonédica). Otro punto importante es el nivel de inclusion de
colesterol en la dieta y que afecta directamente a la hormona inhibidora de la génada (HIG)
que refrena la vitelogénesis secundaria mediante la hormona inhibidora de la vitelogénesis
(HIV) (Greve et al., 1999).

En el caso de los machos, este rol es responsabilidad de la glandula androgénica (AG)
ubicada en los testes (Chang y Sagi, 2008); a pesar de que no se aprecian diferencias en
colesterol en la gonada, en hepatopancreas en el tratamiento Pellet si se observa una
diferencia significativa respecto a los otros tratamientos (Tabla 10).

4.6.2. Parametros zootécnicos
Se observan sobrevivencias superiores al 80 % en machos y hembras a pesar de la constante
manipulacion debido al proceso de seleccion de hembras fertilizadas y a las rutinas de
limpieza diarias, ademas del estrés resultante de la ablacién y marcado de hembras al inicio
del experimento.

Naessen et al. (1997) reportan que el estrés del manejo pueden afectar dichas tasas de
sobrevivencia cuando las hembras y machos son separados por sexos pues sus tasas de

sobrevivencia oscilaron desde el 7 al 36 % en hembras y 28 a 34 % en machos.

4.6.3. Desempenfio reproductivo

4.6.3.1. Hembras

Los criterios usados en combinacién para evaluar el desempefio reproductivo de camarones
peneidos incluyen frecuencia de desoves, porcentaje de hembras que desovan, desoves por
hembra, fecundidad (huevos por gramo), tasas de eclosion y sobrevivencia de larvas hasta
protozoea 1 (Primavera, 1984; Emerenciano, 2012).

La Tabla 11 presenta algunos de los estudios obtenidos de referencias consultadas
para comparar los resultados de esta investigacion.

Galgani et al. (1989) reportan algunos parametros de desempefio reproductivo para
reproductores alimentados con solo alimentos frescos congelados o con combinaciones del
88% de dietas formuladas + 12% del mix de alimentos fresco sin que se observen
diferencias significativas entre ambos (105,600 huevos/desove en fresco y valores que van

desde los 99,200 hasta 136,800 huevos/desove en dietas formuladas, asi como porcentajes
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de fecundacién en fresco de 30.2 y en alimentos formulados desde 16.2 hasta 24.8) para

Penaeus vannamei.

Tabla 11. Tabla comparativa de diferentes experimentos en sustitucion de alimento fresco

Referencia Alimento Especie Resultados
Galgani et al., 1989 Fresco (Perna viridis, Trocus P. vannamei Mix fresco/artificial
niloticus, Nototodarius sloani P. stylirostris mejor resultado

(calamar), Katwuwanus
pelamis), 88 % formulado A, B

y C + comb. frescos

Nascimiento et al., 1991  Ostras, camarén, calamar, P. schmitti Combinado, mejor
lombrices y pellet resultado

Naessen et al., 1997 Calamar, cal + poliqueto, cal +  P. vannamei Calamar + Artemia
biomasa de Artemia enriquecida enriquecida mejor

resultado

Regueira et al., 1999 NIPPAI® + Fresco (camardn, P. schmitti NIPPAI® + Camarén
calamar, Artemia)

Coman et al., 2007b Control (32.5 % calamar, 32.5  P. monodon Control fue mejor en
% bivalvos, 5% Marphysa sp y desempefio de machos

30 % pellet comercial),

Braga et al., 2010 Fresco (calamar, jaiba y peces), F. paulensis Decrece la calidad
Breed S INVE, Mix reproductiva con Breed S
fresco+pellet

Andriantahina et al., 2012 Calamar, almeja, poliqueto y L. vannanei Estanques (PR) mejor
mejillén en tanques y estanques resultado

En cambio, las mismas dietas en Penaeus stylirostris presentan una mejor tendencia
en dietas formuladas que en alimento fresco (tasas de mortalidad mas bajas, desoves mas
numerosos y mayor numero de nauplios). Marsden et al. (1997), para Penaeus monodon,
presentan desoves 1.4 veces mas frecuentes en la dieta formulada que en la dieta fresca-
congelada consistente en manto de calamar (Loligo sp.) y mejillon (Perna canaliculatus).

Wouters et al. (2002b) en Litopenaeus vannamei silvestres, sefialan que se presentan
mejores desempefios en reproductores alimentados con una mezcla de alimentos frescos y

dieta seca experimental (50% de masa seca de frescos congelados + dieta seca experimental
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sustituyendo Artemia totalmente) que solamente en alimentos frescos (calamar, ostras,
mejillén y biomasa de Artemia enriquecida).

De acuerdo con Wouters et al. (2002b) se presentaron desoves mas numerosos (22 en
alimento fresco y 50 y 60 en dietas control y dieta Artemia respectivamente), una
fecundidad mas alta representado por el nimero de huevos por desove (181,600 en fresco,
213,500 y 230,800 en dietas control y Artemia respectivamente), hembras que desovaron 2
0 mas veces, el numero de huevos por hembra fue significativamente superior en dietas
experimentales. Igualmente, las tasas de fertilizacion (51.6 % en fresco y 69.2 % en la
mezcla de alimentos) y eclosion fueron ligeramente superiores (39.5 en fresco y 52.9 en la
combinacion de alimentos).

Estos resultados respaldan los valores obtenidos en el presente ensayo (Tabla 7):
reproductores alimentados con Pellet presentan pobres desempefios como se ha discutido
anteriormente (probablemente debido a la lixiviacion y a una mala inclusion de
proporciones lipidicas y proteicas o inadecuadas para sustentar por si solas el proceso
reproductivo). Sin embargo, reproductores alimentados con Fresco y Combinado no
presentan diferencias significativas entre si: Un nimero similar de desoves totales (54 y 64
respectivamente), desoves no fértiles (15 y 16 respectivamente), eficiencias del desove (1.35
y 1.6) y de la remaduracion (1.7 y 2.1), hembras desovadas al menos 1 vez (en ambos del
77.5%), fecundidad representada por el numero de huevos por desove (103,300 y 113,400
respectivamente), % de fertilizacion (58 y 50% respectivamente), % de eclosidn ligeramente
superior en alimentos frescos (35.9 %) que en Combinados (26%) sin llegar a ser diferentes
de manera significativa (p>0.05) y nauplios totales producidos (Fresco con 420,426 y
Combinado con 543,829).

Todo esto puede permitir sustituir los elementos de precio mas elevado en el mercado
(el poliqueto G. dibranchiata y biomasa de Artemia). Igualmente, existe la creencia de que
los “stocks” de camarones domésticos tienen un desempefio reproductivo bajo; sin embargo,
Andriantahina et al. (2012) mencionan que esto ya ha sido previamente refutado (Peixoto et
al., 2003; Coman y Crocos, 2003).

Un factor muy importante que afecta correlativamente el desempefio reproductivo de
hembras (Arnold et al., 2012) es el estado fisioldgico del macho reproductor (mejor calidad

del macho equivale a un mejor desempefio en hembras), en relacion a otros estudios en
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camarones peneidos. En los machos se presentd un relativo bajo nimero de células
normales (7x10° cel mL™).

También esta comprobado que el desempefio reproductivo de hembras y machos y la
calidad de huevos y larvas se ve afectado con el transcurso del tiempo de experimentacion
(Palacios et al., 1999; Vézquez-Boucard et al., 2004). Sin embargo, en el presente
bioensayo quiza se necesitd alargar el periodo de experimentacion para comprobar si el
desemperio de los reproductores alimentados con Pellet mejorara en el tiempo.

4.6.3.2. Machos

A pesar de que la calidad de machos reproductores es de igual importancia que el de las
hembras, en la produccion larvaria se ha prestado poca atencion a las funciones
reproductoras de machos y a los requerimientos necesarios. La calidad del espermatéforo se
ha medido por una serie de parametros entre los que destacan: masa del espermatéforo,
conteo espermatico, % de espermatozoides vivos y % de espermatozoides anormales
(Pascual et al., 1998, 2003; Alfaro-Montoya, 2010).

Meunpol et al. (2005) reportan masas promedio del saco espermatico (dmpula
seminal) en Penaeus monodon alimentados solo con dietas formuladas (experimentales o
comerciales), el promedio fue significativamente més bajo en comparacion con aquellos
reproductores a los que se les proporciond una mezcla de alimentos frescos congelados
(poliquetos, calamar y ostras) + dieta experimental, el nimero de células espermaticas
totales fue significativamente mas bajo en la dieta comercial con 31.9 (x 10°% y los conteos
més elevados en la mezcla de dieta experimental + fresco con 50.6 (x 10°), estos valores
también se reflejan en él % de células anormales pues la dieta experimental fue
significativamente mas elevado (54.7 %).

Marsden et al. (1997) sefialan que se presenta mejor calidad espermatica en
reproductores de P. monodon alimentados con una mezcla de alimento fresco (calamar) y
dietas experimentales. EI nimero de células espermaticas fue significativamente superior
que en reproductores alimentados con alimentos frescos congelados (12.02 x10° y 6.23 x10°
respectivamente). En el presente bioensayo, y a pesar de que la dieta Pellet en hembras
presentd pobres desempefios, en machos no se aprecian diferencias significativas entre los 3
tratamientos (7.02 x10° en Pellet, 5.16 x10° en Fresco y 7.23 x10° en Combinado). Es mas,
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se observa el menor nimero de células anormales por mL (0.0624 x10° en comparacion a
Fresco y Combinado que oscilan en 3 x10°%). En cambio, Wouters et al. (2002b) en L.
vannamei de origen silvestre reportan valores de células espermaticas ligeramente
superiores en reproductores alimentados con combinaciones de alimentos frescos-dietas
artificiales (21.3 x10° espermatozoides) sin ser diferentes a los alimentados con frescos
(17.3 x10°%). Para Farfantepenaeus paulensis (Braga et al., 2010) se reportan valores
similares a los del presente estudio en reproductores alimentados con alimentos fresco, dieta
comercial y una mezcla de ambos (6, 3.4 y 5.9 x10° cel normales).

Otro factor que puede influenciar el conteo espermaético y el indice gonadosomatico
(Cevallos et al., 2010) es la edad del reproductor (Jiang et al., 2009) pues la calidad puede
disminuir drasticamente en organismos demasiado jovenes 0 que tengan mas de 12 meses
de edad.

El nivel de proteinas en la dieta puede también afectar la calidad espermaética. Goimier
et al. (2006); Alfaro-Montoya (2010) recomiendan un nivel de proteina 6ptimo de 45% para
P. setiferus. Galgani et al. (1989) recomiendan niveles de proteina de para L. vannamei
entre 43.2 a 65.5 % en dietas formuladas y 71.7 % en la mezcla de alimentos frescos.
Wouters et al. (2002b) recomiendan un 52% de proteina en dietas para reproductores de L.
vannamei.

Existen otros factores, ademas del nutricional, que pueden afectar el desempefio
reproductivo de machos y hembras. Chamberlain (1988) y Alfaro-Montoya, (2010)
asociaron la reduccion de la calidad espermatica con deficiencias de vitamina E y Cahu et
al. (1995) con acido ascérbico (vitamina C). A este efecto, Pérez-Velazquez et al. (2003)
reportan que existen deficiencias de vitaminas y/o minerales en alimentos frescos o
congelados usados comUnmente en maduracion y, en consecuencia, afectan la calidad
espermatica de los reproductores. Tampoco se tienen en cuenta aspectos asociados al
manejo fisico de los alimentos pues las pérdidas durante la manufactura y el almacenaje y
por lixiviaciéon pueden ser considerables (Fenucci y Fernandez, 2004).

Por otra parte, en Litopenaeus setiferus (Pascual et al., 1998) reportan que la calidad
del espermatéforo puede verse afectada por temperaturas elevadas y estrés debido a la
aclimatacion (valores que fluctdan desde 2.06 x10° de células totales, alrededor de 75 a 90

% de células normales y entre 10 y 25% de células anormales al inicio y a 33 °C se observa
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una reduccion de células normales desde 1.2 x10° células en el inicio y 0 células normales

después de 6 dias, y un aumento en el porcentaje de células anormales y muertas).

4.6.4. Metabolitos en diferentes tejidos

Teshima et al. (1988) demostraron que, en Marsupenaeus japonicus, los lipidos se
transfieren al ovario del hepatopancreas via hemolinfa. En todas las especies de peneidos,
se observa un aumento en la concentracién de lipidos totales en ovarios, y en la mayoria de
las especies un simultaneo decrecimiento de lipidos totales en el hepatopancreas (Wouters et
al., 2001); sin embargo, Wouters et al. (2001) mencionan también que en algunos estudios
no se observa el decrecimiento-incremento de lipidos hepatopancreas — ovario, lo cual
sugiere que la tasa de sintesis de nuevos lipidos fue demasiado baja para contribuir
significativamente al incremento de los lipidos en ovarios, en el presente trabajo, se observa
un aumento significativo de lipidos (acilglicéridos y colesterol) en ovarios de hembras
maduras en relacién con los encontrados en el hepatopancreas.

Palacios et al. (2000) demostraron que la calidad de los huevos y los nauplios se ve
afectada de manera significativa cuando las hembras son sometidas al desgaste del proceso
reproductivo a nivel comercial, en el presente bioensayo no se observan diferencias
significativas en los pardmetros bioquimicos medidos, tal vez debido al tiempo de
experimentacion pues este no excedio los 45 dias desde la ablacién.

Los acilglicéridos representan la reserva energética mas importante en la
embriogénesis y en el desarrollo larval temprano, en hembras inmaduras estos valores
fueron mas altos en el tratamiento Pellet; sin embargo, en las gonadas de hembras maduras,
los valores mas elevados se presentaron en Fresco y Combinado, el mismo comportamiento
se aprecia en colesterol siendo el tratamiento Pellet el que presenta los valores mas bajos.
Cahu y Quazugel, (1989), Lavens y Sorgeloos, (1991) y Rothlisberg et al. (1991)
demostraron que la calidad del desove esta correlacionado con la composicion bioguimica,
particularmente lipidos.

En esta investigacion, Fresco y Combinado presentaron una composicion bioquimica
similar lo cual no nos permite apreciar diferencias significativas entre ambos en hembras
maduras y en huevos y nauplios en dichos tratamientos. La ausencia de maduracion en el

tratamiento Pellet también prodria explicarse si se presenta una regresion gonadica debido a
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estrés por manejo (Cuzoén, com. pers., 2013), pues, como se menciona en Teshima et al.
(1988), el transporte de nutrientes del hepatopéancreas a la génada via hemolinfa es muy

rapido y es de suponer que el proceso inverso se presente igual.

4.6.5. Acidos grasos poliinsaturados
Esta reportado que calamar, poliquetos y moluscos son cruciales por sus componentes
nutricionales y su efecto positivo en la reproduccion de camarones peneidos debido a sus
elevados niveles de acidos grasos poliinsaturados, especialmente araquidénico (ARA),
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) (Hoa et al., 2009; Wouters et al.,
2001; Coman et al., 2007a).

La Tabla 12 presenta un resumen de los acidos grasos poliinsaturados presentes en las

materias primas usadas en la investigacion.

Tabla 12. Resumen del perfil de acidos grasos

Pellet Calamar Mejillén  Poliqueto  Artemia
(n-3)/(n-6) 1 8 0.6 10 2
DHA/EPA 2 2.4 0.6 14 0.3
%(n-9) 38 52 18 31 22
%(n-9)-24:1(n-9) 25 16 8 31 22

Las dietas deficientes de acidos grasos pueden retardar el desarrollo del ovario en M.
japonicus si se usan dietas libres de acidos grasos (Alava et al., 1993).

La calidad de los ingredientes utilizados para elaborar la dieta también influye en la
cantidad de HUFA proporcionados a los reproductores. Xu et al. (1994) variaron la
composicién de acidos grasos en la dieta utilizando diferentes fuentes de lipidos en F.
chinensis.

Cuando la dieta contenia aceite de anchoveta con 17.8% (n-3) y 5% (n-6) presento el
mejor nivel de HUFA (n-3) en huevos (110,000 huevos por desove y una tasa de eclosion
de 80% y proporciones (n-3)/(n-6) de 5.7 en huevos).

El pobre desempefio de la dieta Pellet podria deberse a niveles bajos de EPA (8.4 %)
necesarios en el desove, tal vez la relacion fue demasiado baja y podria explicar este

desempefio en primera instancia. Sin embargo, también se considera otro factor de dicho
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desempefio y es la pérdida de nutrientes mediante la lixiviacion de la dieta semihimeda en
el agua de la tina de maduracién (Huai et al., 2010).

En los alimentos frescos (Tabla 3) mejillon (1.9%) y Artemia (0.3%) también se
aprecian niveles bajos del acido graso poliinsaturado EPA, pero se compensa con los
valores mas elevados de Calamar (14.5%) y poliqueto (7.6%) lo cual permitira en un futuro
sustituir estos alimentos por una mezcla pellet + calamar + mejillon. A este respecto,
Naessen et al. (1997) reportan valores de 7.6% de EPA y 1.5% en DHA para Artemia y
8.6% de EPA y 4.2% de DHA en poliqueto panamefio y en la mezcla de alimentos frescos-
dieta artificial, 10.4% para EPA y 12.4% para DHA; mientras que en el perfil de &cidos
grasos de los alimentos probados, la dieta Pellet present valores de 8.4% en EPA 'y 12.8 %
en DHA esenciales en huevos y eclosiones; sin embargo, la relacion (n-3)/(n-6) es baja
(1.1) y puede explicar parcialmente los pobres resultados en la maduracion, esta relacion
influye tanto en la gametogénesis como en la fase larvaria (dicha fase no se encuentra
incluida en el presente trabajo).

Hoa et al. (2009) reportan altas tasas de fertilizacion (93%) y de eclosion (81%) en
reproductores alimentados con diferentes mezclas de alimentos frescos (ostras, calamar,
poliqueto e higado de cerdo) y un mayor numero huevos por desove (458,796) con
proporciones n-3/n-6 de 3.5, ARA/EPA de 0.6 y DHA/EPA de 1.2, en contraparte con los
observados en el presente experimento (58% de fertilizacién y 35% de eclosién en la dieta
Fresco).

El &cido araquidonico presenta valores bajos (Calamar con 0.9 % es la proporcion
mas elevada) en relacion a los reportados por otros autores. Una posible explicacion del
por que de los pobres resultados obtenidos en cuanto al perfil de &cidos grasos es la pérdida
de los mismos durante el largo proceso de almacenamiento a que se ven sometidos o a la
especie de que se trate el alimento (Naessen et al., 1997).

En cuanto a proporcion (n-3) y (n-6), los mejillones son lo mas rico en acidos grasos
altamente insaturados (HUFA). Los pellets contienen un nivel de &cido linoleico (LA)
18:2(n-6) mayor en relacion con la presencia de ingredientes de origen vegetal como la
harina de trigo, el concentrado proteico de soya, la levadura de cerveza y también en la
lecitina de soya.
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4.6.6 Colesterol y carotenoides

El colesterol es un nutriente esencial en el contexto de la reproduccién y en la década de los
70 del siglo XX, por ejemplo, algunos autores considerando incorporacion hasta 5% en una
dieta para peneidos de cultivo para este periodo del ciclo de vida, ademas de los alimentos
balanceados que estaban constantemente complementados con alimentos frescos para
cubrir este requerimiento de forma directa. Estos alimentos frescos son en realidad una
fuente de colesterol, no solamente total, sino también ésteres de colesterol que son mas
facilmente metabolizados por el camar6n (Cuzon, com. pers., 2013); los resultados
muestran claramente la gran diferencia de este nutriente entre el alimento en forma de
pellets y el alimento fresco (Tabla 4) y la comparacion de hembras inmaduras vs hembras
maduras da diferencias significativas (Tabla 7) en tejido gonadico. El tratamiento Fresco
tiene un mayor impacto en hembras maduras, no realmente en el hemolinfa pero si en el
hepatopancreas y en las gonadas (p<0,05). El énfasis en el colesterol es que es un precursor
de esteroides hormonales (Ravid et al., 1999). Para lograr el éxito de esta maduracion la
combinacion (EPA+DHA) con vitamina C+E y ésteres de colesterol (Cahu et al., 1995) es
necesaria. Esta combinacion se logré por primera vez con el tratamiento fresco y luego con
la combinacion de fresco+pellet (Combinado) y se detiene alli, porque el “pellet” por si
solo no respondio (aun con la complementacion con aminoéacidos libres LYS, LEU, ARG,
OH-Pro, GLUT y MET). No solamente hay una falta de colesterol (determinado por
calculo en la Tabla 12) sino también de acidos grasos esenciales (HUFA y ARA) y uno
puede asumir tambien una falta de vitamina C y E, ya sea durante la adicién a la mezcla de
ingredientes y/o durante la lixiviacién que inevitablemente se produce antes de la ingestion
por los reproductores. Los resultados obtenidos dan los elementos en los que se puede
trabajar en experimentos futuros y lograr como resultado fundamental el balance correcto,
en concreto: de niveles de proteina nativa, de minerales + minerales traza, de lipidos
(colesterol+fosfolipidos+acidos grasos) y de vitaminas; logrando que la maduracién de la
gonada se obtenga en las mejores condiciones posibles, con o sin ablacién unilateral de las
hembras. En cuanto a los machos (Tabla 9), las diferencias son claras otra vez en colesterol
en el hepatopdncreas y en gonadas (p<0,05), esto indica la funcion esencial de este
nutriente para la formacion de tejido gonadal, principalmente en forma esterificada (Tabla
13).
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Tabla 13. Colesterol ingerido por dia

Acidos Grasos % Lipidos Totales (LT) Colesterol
LA ALA ARA EPA DHA %LT mg/lg éster
MS  %LT
Calamar (Loligo sp.) 1.2 0.2 0.9 15 35.6 11 12 2
Mejillon (M. edulis) 6.9 0.7 0.2 2 13 10 6 0.4
Poliqueto (G. dibranchiata) 1.7 1.1 0.2 8 11 5
Floc 3 1 0.1
Artemia 8 13 0.5 0.3 0.1 11
Mpellet 12 2.2 0.2 8 13 1
Ingesta diaria
Fresco 23
Pellet 0.1

Ver Glosario para siglas

Otro factor que influye en el proceso reproductivo es la cantidad de pigmentos
carotenoides que se incluyen en la dieta y que son necesarios para la pigmentacion de la
yema, ya sea como ingrediente purificado o como parte del tejido de los alimentos frescos
que se proporcionen al reproductor, dichos carotenoides se encuentran correlacionados con
la calidad del plancton presente en el lugar de captura (Jensen y Sakshaug, 1970).

Fisher et al. (1956) determinaron la cantidad de pigmentos carotenoides encontrados
en diferentes moluscos incluyendo el calamar (Loligo sp.), la cantidad de carotenoides varia
de acuerdo al sitio de colecta y a la parte del tejido evaluado, tentadculos de calamar
presenta la menor cantidad de carotenoides en relacion al resto de los tejidos.

Partali et al. (1989) mediante cromatografia determinaron la cantidad de carotenoides
encontrados en Mytilus edulis colectados en sitios diferentes; también encontraron que el
tipo de carotenoides presentes varia de acuerdo al tipo de alimentacién proporcionado a los
mejillones.

No se cuenta con la informacion respecto al tipo de alimentacion proporcionado a los
mejillones (Mytilus edulis) provenientes de Proaqua México con los cuales se aliment6 a
los reproductores de camaron.

En la Tabla 5 se observa un calculo aproximado de la cantidad total de carotenoides
proporcionados a los reproductores, al tratamiento Pellet solo se les proporcionaba 50 pg de
carofila en polvo mientras que a los tratamientos Fresco y Combinado se les
proporcionaron aproximadamente 257 ug de carotenoides al dia (Cuzon, com. pers., 2014).

En un contexto general, esto también pudo influir en los pobres resultados
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presentados por el tratamiento Pellet y muestra una posible nueva directriz a tener en cuenta

en una futura reformulacion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

De acuerdo con el objetivo general, que era el de evaluar el efecto de la sustitucion total del
alimento fresco por un alimento balanceado de alta calidad proteica y lipidica y adicionado
con aminodcidos libres en el desempefio reproductivo, en metabolitos (triglicéridos,
colesterol, glucosa y proteinas) de reproductores, huevos y nauplios y acidos grasos de las
dietas evaluadas de L. vannamei provenientes del sistema de cultivo floc (BFT) y de los
objetivos particulares, que decian: Sustituir al 100% el cdctel de alimento fresco que se
ofrece a los reproductores de L. vannamei (mejillon, calamar, poliqueto y biomasa de
artemia), evaluar la maduracion, calidad de las células reproductivas (huevos y
espermatozoides), la eficiencia del desove y la eficiencia de eclosion en reproductores de
L. vannamei mantenidos en sistema de cultivo floc y evaluar los cambios en los indicadores
bioquimicos (triglicéridos, colesterol, glucosa y proteinas solubles) de los reproductores,
huevos y nauplios de L. vannamei sujetos a sustitucion total del alimento fresco, se puede

concluir lo siguiente:

1.- No se presentaron diferencias significativas en los promedios de huevos por desoves ni
en las tasas de fertilizacion; sin embargo, los desoves en los tratamientos Fresco y

Combinado fueron mucho mas numerosos.

2.- A pesar de que la formulacion (tratamiento Pellet) cumple con los requerimientos
necesarios en cuanto a nutrientes, presentdé un bajo nimero de desoves, bajas tasas de

fertilizacion y cero tasas de eclosion.

3.- En cuanto al nimero de desoves, a las tasas de fertilizacion y las tasas de eclosion, no
fue posible sustituir al 100% el alimento fresco; sin embargo, se corroboran los resultados
anteriores de que es posible realizar una sustitucién de los alimentos frescos Artemia y

poliqueto por una combinacion de 50% calamar y mejillén + 50 % pellet.

4.- La hipdtesis sefiala que si la historia nutricional influye en la maduracion gonédica, una

dieta balanceada a partir de la mezcla de ingredientes secos convencionales de alta calidad
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suplementada con aminoéacidos libres (FAA) y combinada con alimento fresco permite un
desempefio reproductivo igual o mejor en los reproductores de camardn blanco del Pacifico
L. vannamei (Boone, 1931) en comparacion con una dieta tradicional a base de alimento
fresco (calamar Loligo sp, mejillon M. edulis, poliqueto G. dibranchiata y biomasa de
Artemia). Esta hipotesis ha sido rechazada con base en los pobres resultados presentados
por el tratamiento Pellet. Sin embargo, si es posible realizar la sustitucion en un 50%
descrito en el punto 3.

5.2. PERSPECTIVAS
De acuerdo con esta investigacion se propone continuar con las siguientes lineas de

investigacion:

1. Aumentar el nivel de inclusion del colesterol en la dieta pues las hormonas

esteroides son sintetizadas a través del colesterol.

2. Aumentar el nivel de inclusidn de vitaminas y minerales en la dieta principalmente

vitaminaCy E.

3. Reforzar el pellet con gluten de trigo nativo y adicionar un ingrediente que nos
permita corroborar que el pellet sea ingerido (permicol red).

4. Realizar la medicion de ecdisteroides en los organismos.

5. Aumentar el tiempo de experimentacion a 60 dias para apreciar de manera mas

amplia las diferencias que se presenten.

6. Probar como fuente de carotenoides aceites pigmentados con exoesqueletos y
cefalotorax de camarédn (Luna-Rodriguez et al., 2008).
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ANEXOS

ANEXO A-1

ENSILADO DE CABEZA DE MERO ROJO

Las cabezas de mero rojo (Epinephelus morio) fueron picadas lo méas finamente posible,
pesadas y molidas en una licuadora industrial marca JR. Se molieron hasta obtener una
pasta homogénea, fue necesario agregar agua purificada para facilitar la molienda (no mas
de 300 mL por kilogramo de cabeza).

La pasta obtenida se coloc6 en una cubeta de plastico de 20 L, se le midi6 el pH a la
pasta antes de agregar los reactivos, una vez registrado el pH inicial se agregaron 20 mL/kg
de material homogeneizado de acido formico por kg de material homogeneizado, se agit6
constantemente durante 2 minutos, a continuacion se agregd el BHT a razon de 0.02% en
relacion al contenido de lipidos (el BHT es diluido en acetona antes de agregar al material
homogéneo), se homogeneizd nuevamente y se procedid a registrar nuevamente el pH al
inicio, 5y 12 horas después y posteriormente 2 veces al dia; el pH debe mantenerse entre
3.5y 4. Si se encontraba arriba de 4 se agregaron 2 mL mas de acido férmico al producto
homogéneo. El valor de pH se midid y registré durante varios dias hasta que ya no hubo
variaciones.

Una vez estabilizado el pH se procedid a secar en una estufa a 50 °C antes de ser
molido y tamizado para obtener una harina, misma que fue neutralizada para evitar

variaciones de pH al agregarse a la dieta y mezclarse con los demas ingredientes.
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ANEXO A-2
ENCAPSULADO DE AMINOACIDOS LIBRES

La mezcla de aminoacidos libres fue encapsulada en grenetina grado alimenticio disuelta en
agua a 45 °C, de acuerdo a Cuzon, com. pers., 2010 y con Cho et al. (1992).

La gelatina obtenida fue refrigerada antes de agregar a la mezcla de harinas en la
mezcladora industrial marca TorRey.

Para facilitar su homogeneizacién la pasta obtenida fue pasada dos veces por un

molino de carne marca TorRey antes de obtener los pellets.
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ANEXO A-3
EXPERIMENTO PREVIO. BIOENSAYO: SUSTITUCION DE ALIMENTO
FRESCO POR BALANCEADO EN ORGANISMOS PROVENIENTES DE DOS
SISTEMAS DE CULTIVO

OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la sustitucién del alimento fresco por un alimento balanceado de alta
calidad proteica y lipidica y adicionado con aminoacidos libres en el desempefio
reproductivo, en metabolitos (triglicéridos, colesterol, glucosa y proteinas) y acidos grasos
de reproductores de L. vannamei provenientes de los sistemas de cultivo floc y agua clara.

Particulares
- Formular un alimento balanceado adicionado con aminodcidos libres que presente
las condiciones de calidad lipidica y proteica similares al alimento fresco que se
ofrece a los reproductores de camardn L. vannamei.
- Sustituir al 50 % el céctel de alimento fresco que se ofrece a los reproductores de
L. vannamei (mejillon, calamar, poliqueto y biomasa de artemia).

- Evaluar la maduracion, calidad de las células reproductivas (huevos vy
espermatozoides), la eficiencia del desove y la eficiencia de eclosion en
reproductores de L. vannamei provenientes del area de engorda mantenidos en
sistemas de cultivo diferentes (agua clara y floc).

- Evaluar los cambios en los indicadores bioquimicos (triglicéridos, colesterol,
glucosa y proteinas solubles) y acidos grasos de los reproductores de L. vannamei
provenientes de agua clara y floc sujetos a la sustitucion del alimento fresco por
balanceado.
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CONDICIONES DEL BIOENSAYO

Aclimatacion previa al experimento

Las hembras, una vez ablacionadas presentaron un cuadro sintomatico consistente con
vibriosis, se hizo un seguimiento molecular en medio de cultivo TCBS y se purifico el
ADN para identificarse con primers universales en el laboratorio IBT de la UNAM, el
resultado consistio en Vibrio hemoliticus. Este fue el motivo por el cual se modificara el
dispositivo experimental original consistente en tres tinas de maduracién por origen de
cultivo (tres para agua clara y tres para floc) con 20 hembras por tina, pues dias después de
ablacionar comenzaron con el cuadro sintomatico; cabe la aclaracion que solo las hembras
presentaron esta patologia, los machos no presentaron sintomas y que de las hembras, las

provenientes de agua clara fueron las que se vieron mas afectadas.
Dispositivo experimental

A continuacion se presenta un esquema con la distribucién de los tratamientos.

Figura 2. Tratamientos sometidos a experimentacion

Se sembraron 16 hembras (excepto en ACP con 15) y 20 machos por tina, dejando
una proporcion 1:1.2, respectivamente.
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RESULTADOS

Parametros fisico-quimicos

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a parametros fisico-

quimicos, no se observan diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a tratamientos, el

sistema cuenta con recirculacion y es cerrado con recambios del 20 % semanal.

Tabla 14. Parametros fisico-quimicos (promedios + desviacién estandar)

AC/F AC/P FIF F/P
Temp. (°C)  28.0+1.2° 28.2+1.3° 28.4+1.2° 285+1.1°
OD (mgL™?)  6.5+0.6° 6.0£0.8 6.9+0.9% 6.2+0.8
ACF: agua clara fresco; ACP: agua clara pellet; FF: floc fresco; FP: floc pellet
Respuestas zootécnicas y desempefio reproductivo en hembras
La Tabla 15 muestra los parametros zootécnicos evaluados
Tabla 15. Zootecnia y desempefio reproductivo de hembras
Parametro AC/F AC/P F/IF F/P p
N 16 15 16 16 NA
Masa (g)* 39+73° 36+6.1° 36.2+5.5° 3645.6° ns
Sobrevivencia (%) 81.3 86.7 87.7 75 NA
Desoves totales 9 16 24 15 NA
Desoves/hembras ablacionadas 0.6 1 1.5 0.9 NA
# de huevos por desove (x10° + 159 5497 62 146.4+13.7° 116.9+8.4*  136.9+11.9° ns
i :za de fertilizacion* (%) (+ ES) 60.8x2.2° 90.3+1.3° 75+4.6° 76.7+5.2° ns
IGS inmad** 1.0+0.3 (5)* 1.0+0.4 (4) 1.0+0.4 (4)*  0.7#0.5 (4"  (0.0001)
IGS mad 2.4+0.8 (5)° 3.2+0.6 (4)° 2.840.7 (4)°  2.4%0.5 (4)°
IHS inmad** 1.8+0.7 (7)* 2.240.6 (5)* 1.4+0.7 (7) 2.0+0.6 (5)* ns
IHS mad 2.3+0.8 (8)* 2.3+0.8 (5)* 22403 (6)>  2.0+1.0 (4)

ACF: agua clara fresco; ACP: agua clara pellet; FF: floc fresco; FP: floc pellet

*En % de fertilizacion se aplic6 una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes

** ANDEVA bifactorial para tratamiento y estadio de maduracién gonadica (inmaduras y maduras)

ns (No hay diferencias significativas). NA ( No se aplicé estadistico)

¥ Lamasa y el peso son dos conceptos diferentes y con unidades diferentes. La masa tiene unidades de g o kg.
El peso tiene unidades de g;0 kg;0 newtons (N), que son iguales a 1 kg m/s®. Nota de una de las revisoras
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Respuestas bioquimicas

La Tabla 16 muestra el resumen de los metabolitos obtenidos en diferentes tejidos en

hembras. Se aplicaron andlisis de varianza factoriales, ANDEVA, a los resultados , en caso

de ser necesario, se hizo una transformacion de Log(x+1) a los valores para normalizar los

datos.

Tabla 16. Metabolitos en diferentes tejidos de hembras reproductoras de L. vannamei (ACF:
agua clara fresco; ACP: agua clara pellet; FF: floc fresco; FP: floc pellet)

HEMBRAS INMADURAS HEMBRAS MADURAS
ACIF Ac/P FIF /P ACIF AC/P FIF 0

Acilglicéridos  Hepatopdnereas 2.4:1.1 (3)a 1.9:0.9(3)a 11.9:10.6(6)b 6.8:6.7 (4)b 8.0:4.0(6)b 8.2:9.4(4)b 7.3:356)b 6.8 2.5 ()b

(mgg") Hemolinfa 0.3:0.1 (6)a 0.4:0.1(4)ab 0.5:0.1(5)b 0.4:0.1 (4)a 0.4:0.1 (4)ab 0.5:0.02)b 0.3:0.1(2)a 0.5:0.1(3)b
Gonadas 6.4:2 3)b 2.5+2.9 (3)a 3.3:1.6(6)a 9.4:7.8 (3)b 49:5.6(6)a 7.553.2(4)" 8.4:5(8)b 8.42.9(4)b
Huevos 11.2:1.6 (5)a 10.3:1.5(5)a 8.4:0.9(5)a 8.3:1.6(5)a

Colesterol Hepatopdnereas 46:2.8 (3)a 2.1:1 3)b 5.6:1.9(6)a 6.2:5.2 (4)a 45205 (6)a 3.8:1(4)a 3.9:1.3(7)a 48:2.1(4)a

(mgg") Hemolinfa 0.2:0.0(5)a 0.2:0.0(4)a 0.2:0.1(5)a 0.2:0.1(5)a 0.3:0.0 (4)a 0.2:0.03)a 0.3:0.0(3)a 0.3:0.0(3)a
Gonadas 0.3:2.2 (3)a 0.7:0.5(3)a 1.6:0.9(6)a 1.7:1.4(3)ab 3.1:2.6(6)b 41:1.5(4)c 3.3:2.4(7)c 3.2:1.3(4)c
Huevos 6.4:0.8 (5)a 6.2+ 1.1(5a) 4.9:0.6(5)a 5.2:0.8(5)a

PTS (ngg")  Hepatopinereas 57.5:44.4 (3)a 26.3:5.8 (3)a 36.1:15 (6)a 37.6:24.3 (3)a 33.4:21.5 (6)a 35.0:10 (4)a 332133 (7)a 45.9:25.6 (4)a
Hemolinfa 139.3:29.5 (5)a  153.9:354(4)a  179.2:11.5(5)ab 170.8:39.6 (5) 174.5:1829(4)"  177.3:2.69(3)"  182.3:26.7(3)a"  198.2:27 (5)b
Gonadas 49.8:20.6 (3)*  49.1:24.9 3)*  415:13.1 (4)ab 62.8:18.2 (3)b 494:55(6)ab  388:16.1 ()a  29.3:203 ()a  28.2:4.6 (4)a
Huevos 97.9:4.1 (5)a 30.3:7.5(5)a 98.3:4(5)a 28.5:8.8 (5)a

Glucosa Hemolinfa 0.3+ 0.2(5)a 0.2:0.1(4)a 0.3:0.1(5)a 0.2:0.1(5)a 0.3:0.0 (4)a 0.1:0.1(3)b 0.2:0.03)b 0.2:0.2 (4)a

(mgg") Hepatopdnereas 2.6:1.6(3)a 2.1:2.2(3)a 2.6:2.2(6)a 1.5:1.7(3)a 2:1.6(7)a 1.1:0.9 (4)a 1.6:1.1(7)a 2.8:1.9 (4)a
Gonada 2:1.9(4)a 3.4:3.2(3)b 3.2:1.9(5)b 1.6:1.9(3)a 1.3:0.8(6)a 0.8:0.3(4)a 1.6:1.2(7)a 3.0:2.6(4)ab

AC:PTS Hemolinfa 0.003:0.000a 0.003:0.001a 0.0030.000a 0.002:0.000a 0.002:0.000a 0.003:0.000a 0.0020.000a 0.002:0.000a
Hepatopdncreas 0.1:0.0a 0.1:0.0a 0.3:0.2b 0.1:0.0a 0.3:0.2b 0.2:0.2ab 0.2:0.1a 0.2:0.1a
Gonada 0.2:0.1a 0.1:0.0a 0.1:0.0a 0.1:0.1a 0.1:0.1a 0.2:0.1a 0.5:0.4a 0.3:0.1a
Huevos 0.4:0.0a 0.4:0.1a 0.3:0.0a 0.3:0.1a

AC:C Hemolinfa 1.8:0.2a 2.1:0.5a 2.1:0.2a 1.8:0.4a 2.0:0.3a 2.3:0.1a 1.5:0.4a 2.0:0.3a
Hepatopdncreas 0.8:0.3a 0.9:0.0a 1.5:0.8a 1.1:0.8a 1.7:0.8a 1.4:0.8a 2:0.8a 1.6:1.0a
Gonada 2.9:0.3a 92.7:1.5a 1.8:0.4a 2.8:1.4a 1.7:0.7a 2.9:1.7a 2.7:1.7a 2.8:1.5a
Huevos 1.8:0.3a 1.7:0.1a 1.7:0.1a 1.6:0.4a
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Calidad espermatica

A continuacion se muestra la Tabla 17, correspondiente a los resultados de calidad
espermatica de los machos de L. vannamei. Los valores de calidad espermatica fueron
transformados con ayuda de Log10 antes de aplicarles la prueba estadistica que consistié en
una ANDEVA factorial. En la Tabla 18 se muestran los valores reales obtenidos.

Tabla 17. Calidad espermatica de machos reproductores de L. vannamei

Tratamiento

Parametro AC/F AC/P F/F F/P

N 20 20 20 20
Masa (g) 39.0+3.3° 35.2 +2.6° 374+2.9° 38.8 +3.6°
Sobrevivencia (%) 100 90 100 95
Normales (cel/mL) x 10°+ ES (x10%) 18,1 + 3.6° 26.8+4.1° 22.2 + .03 49.1 +5.6°
Anormales (cel/mL) x 10° + ES(x10%) 4.9 + 1.9 0.9+0.7 49+3.1° 21+1.2°
IGS* 1.1+0.1 (5)®  1.2+0.1 (6)® 1.0£0.1 (5)*  1.3+0.1 (9)°
IHS* 1.940.2 (7)*  2.4+0.5 (6)® 2.4+0.3 (6)®  2.4+0.3(9)°

*IGS (p = 0.02), IHS (p = 0.02)

Respuestas bioquimicas

A continuacion se muestran los valores obtenidos para los indicadores de respuesta
bioquimica en machos de L. vannamei (Tabla 18).

1.- No se presentaron diferencias significativas en los desoves ni en las tasas de eclosion
para los tratamientos sometidos a experimentacion AC/F, AC/P, FIF, y FIP).

2.- La prueba de Mann-Whitney para muestras independientes aplicada a la condicion de
cultivo agua clara (AC) presenta diferencias, siendo AC/P superior de manera significativa
(p<0.05).

3.- Se observan diferencias significativas (p<0.05) en calidad espermatica siendo AC/P los
que presentan dicha diferencia.
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4.- Es necesario repetir el experimento debido a que la enfermedad presentada por los

organismos enmascara los resultados obtenidos y, a pesar de que se observa una tendencia

en algunos de los pardmetros medidos, ésta no es concluyente.

Tabla 18. Promedios y desviacidn estandar de los aspectos bioguimicos (metabolitos medidos en

hemolinfa, glandula digestiva y génada) de los machos de L. vannamei

AC/F ACTP FIF F/P
Acilglicéridos Hemolinfa 0.5+0.1(5)* 0.5:0.1 (6)* 0.56+0(5)* 0.4+0.1(5)*
Hepatopancreas 30.9:11.5(5)* 48.6+8.9 (5)* 44.6+15.8(4)* 49.3:6.8(5)"
Gonada 6.56+2.3 (6)* 5.6:0.7 (6)* 4.3+0.7 (4)* 6.2:1.9 (7)*
Colesterol Hemolinfa 0.3+0.0(5)* 0.3+0.1(5)* 0.3+0.0(5)* 0.3+0.0(5)*
Hepatopancreas 10.8+4.6 (5)* 12.6+5.2 (5)* 13.4+2.8 (4)* 14.4=1.3(5)*
Gonada 5.2+2.1(6)* 6.6:1.5(5)* 3.1:0.0(3)" 6.7+1.9(3)*
Glucosa Hemolinfa 0.3+0.1(5)* 0.2+0.2(5)* 0.3+0.1(5)* 0.3+0.1(5)*
Hepatopéncreas 1.0£0.4(5)a 1:0.4(5)a 1.1£0.7(4)a 0.8:0.2(4)a
Gonada 0.9+0.5(4)a 0.8+0.2(5)a 0.4:0.1(4)b 0.7+0.2(7)a
Proteinas Hemolinfa 186.1+21.1(5)* 167.9+51.7(5)* 181.56+21.3(5)* 172+46.3(5)*
Hepatopéncreas 26.1<2.1 (6)a 29.1£2.5(5)a 26+1.9(4)a 23.56+7.8 (b)a
Godnada 53.7+13.5(6)" 47.610.9(5)" 36.56+6.4(4)* 43.713.4(6)*
Ac: PTS Hemolinfa 0.003+0.000* 0.003+0.002¢ 0.003+0.000* 0.003+0.001*
Hepatopéncreas 1.1:0.4a 1.7+0.3ab 1.7+0.5ab 2.3+0.7b
Gonada 0.1+0.0a 0.1+0.0a 0.1+0.0a 0.2+0.1a
Ac:C Hemolinfa 1.6+0.3a 1.620.3a 1.6=0.1a 1.3+0.2a
Hepatopéncreas 2.9:0.5a 4.3+1.6b 3.4x1.6b 3.4x0.4b
Gonada 1.3+0.2b 0.9+0.2a 1.3+0.1b 1.1+0.0b

Se aplicaron ANDEVA, de una via

4R



ANEXO A-4

TRATAMIENTO Y DISPOSICION DE LOS RESIDUOS PRODUCIDOS EN ESTA
INVESTIGACION Y DEL SISTEMA DE DISTRIBUCION DE AGUA MARINA

En el area de Reproduccion de Camaron se genera muy poca materia organica, el estimado
es de 50 g de masa humeda cada dia (Arévalo, com. pers., 2014). Considerando 40 dias de
experimentos, se obtuvieron 2 kg de residuos para ser dispuestos de manera ecoldgica.

El material era lavado diariamente con abundante agua dulce (filtros de cartucho, tinas
de desove y eclosion, cubetas, redes de cuchara, espumadores, etc.), la materia organica
resultante era desechada directamente al sistema de drenaje general de la UMDI (lineas
azules en las Figuras 3 a 5), que desemboca en un sistema de lagunas de sedimentacion
(Figura 3) reforestado con mangle (Rhizophora mangle y Conocarpus erectus) y otras
especies vegetales (Salicornia sp). Solamente se generaron desechos quimicos cuando se
midieron amonio, nitritos y nitratos. Estos desechos fueron almacenados en contenedores de
vidrio y posteriormente trasladados al Laboratorio Central de la UMDI donde fueron
guardados en contenedores especiales y entregados a la empresa recolectora ECOLSUR
para un manejo final de los residuos ecolégicamente aprobado.

En las Figuras 3, 5 a 7 se describe el flujo del agua (lineas rojas) de mar que llega al
area y la distribucion en ésta.

Seccién A

Figura 3. Esquema de distribucion de agua de mar y drenaje
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El agua de mar es extraida y almacenada en un reservorio general con capacidad para
100 000 L. Posteriormente, fue bombeada a los reservorios del area con ayuda de una
bomba Wisperflow de 5hp. El agua fue almacenada en los reservorios del &rea con
capacidad de 10,000 L cada uno (Figura 3, letra C), siendo recirculada durante 24 horas y

ozonificada (Figura 3, letra D).

Figura 4. Filtros de arena, imagen tomada de http://ocwus.us.es

|

Figura 5. Esquema de distribucion de agua en las areas de Desove y Eclosion
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Posteriormente, pasaba por un filtro de arena (Figura 4), donde el agua era filtrada
para captar materia organica, algas o zooplancton. Se tenian conectados al filtro de arena
unos cartuchos de filtracion de 25 y 10 micras: La Figura 4 muestra un programador de
limpieza, en realidad se realiza de manera manual.

El agua, una vez que pasaba por el filtro de arena y los filtros de cartucho, era llevada
a continuacién a una lampara UV para eliminar bacterias y otros organismos (Figura 5,
letra E). Desde ese punto se distribuia el agua al area de Desove y Eclosion y al area de
Maduracion (Seccién B, Figura 5).

El area de Desove y Eclosion contaba con 2 reservorios (Figura 5, letras Ay B). En el
reservorio A (Figura 5) el agua era filtrada con un filtro de cartucho de 5 micras (Figura 5,
letra F), clorada a razén de 0.3 mL de cloro por litro de agua y se agregaba también EDTA a
razon de 0.01g por L de agua. Se dejaba reposar durante 24 horas con abundante aireacion
antes de ser bombeada al reservorio B (con un filtro de 1 micra). En este reservorio el cloro
era neutralizado con una solucion de trabajo de tiosulfato de sodio utilizando 0.06 mL de
solucion de trabajo por litro de agua a neutralizar (la solucién de trabajo se preparaba
diluyendo 250 g de tiosulfato de sodio en 1 L de agua).

Una vez neutralizado el cloro y agregado el EDTA, 3 horas después eran llenadas las
tinas de Desove (Figura 5, letra C con capacidad de 100 L) y las tinas de Eclosion (Figura 5
letra D con capacidad de 40 L). El agua que era desechada de esta area pasaba al sistema de
drenaje general (Figura 5, lineas azules). En el &rea de desove y eclosion la cantidad de
materia organica que se generaba era minima, y provenia principalmente de huevos que no
eclosionaban.

La linea de distribucion de agua de mar continuaba al area de Maduracion (Figura 6,
Seccién C). El recambio era del 300% semanal (3 recambios de 100% a la semana), el agua
era desechada al drenaje general (Figura 6, lineas azules). El agua se recircula
continuamente en dos vias:

1) De las tinas de maduracion al espumador (Figura 6, letra D) para atrapar la materia
organica y por otra tuberia fluye el agua del espumador (ya limpia) hacia los estanques de
Maduracion.

51



2) El agua de las tinas de maduracidon se encontraba conectada a un sistema de
recirculacion con filtro bioldgico, dispuesto de la siguiente manera: filtro mecéanico (Figura
6, nimero 1), seguidamente el agua pasaba al espumador (Figura 6, nimero 2) v,
finalmente, al biofiltro (Figura 6, nimeros 3y 4). En la Figura 7 se encuentra el esquema de
circulacion de agua por el sistema de filtrado.

Vista oérea

Seccion C

Descripeide:
A, Controlador de

temperatura con
bomba de calor
Bomba de L5 hp
Regulador de
tempenatura
Espumador — -
( Vavula regulacon

me np

Figura 6. Esquema de distribucion del &rea de Maduracion (imagen de Arévalo, com. pers.,
2014)

Sistema de filtracion

* Vista lateral ‘

Figura 7. Esquema de filtracion de agua del &rea de Maduracion (imagen de
Arévalo, com. pers., 2014)
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De las tinas de Maduracion pasaba al filtro mecéanico (letra A), luego al
desfragmentador de materia organica (espumador, letra B) y, a continuacién, a los Biofiltros
C y D colonizados con bacterias nitrificantes.

Ser4 importante, a futuro, evaluar los efluentes liquidos enviados al drenaje para
considerar una planta de tratamiento de aguas residuales empleando el sistema patentado
por la UNAM de humedales artificiales (Duran-Dominguez-de-Bazla y Luna-Pabello,
2002) para la UMDI, ya que es un sistema ambientalmente idoneo para las instalaciones.

Notas:

La materia organica proveniente de los residuos del alimento y de las mudas fueron
enterrados en un area destinada para este fin dentro del terreno de la UMDI, a una
profundidad de 40 cm aproximadamente. Ya sumando esta materia organica tal vez se

tengan aproximadamente 150 gramos en total de materia orgéanica cada segundo dia.

Considerando que los experimentos duraron 40 dias, el total de materia organica
producida fue de 3 kg enterrada durante toda la experimentacion.

No se realizd ningun tipo de analisis quimico a los residuos obtenidos durante los 40 dias
de experimentacidn pues no se consideraba parte de la rutina diaria de dicha area.
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