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RESUMEN

En el presente estudic se evalud el efecto de la ablacién y de
la calidad de luz sobre la maduracion ovarica de las hembras de
Penaeus setirerus, ®n condiciones de laboratorio.

Los mejores rosultados en relacien a la maduracidn gonadal se
obtuviercn en los metodos de Ablacisn parcial unilateral vy
total unilatstral, =1 bi=n la mavor sobrevivencia se obtuvo en

ésta ultima., El Yiemno de maduracisn praomedio en todos los

tratamientos s eptres 25w IO dias.
La combinacion de la Ablacion total unilateral y la luz verde,
promovieron win mayvor desarrollo de estadios de maduwracidn de

los ovacitos.

En el analisis histolegico de 1los ovecitos de las hembras
tratadas con AU v con ATY s2 obtuvi=ron los tres estadios de
maduracian (II-1III-1V), los cuales difirieran
significativamente (p 0,05, En las hembiras maduras capturadas
en el madio natuwral, se obtuvo solo un estadio de maduracion en
los ovccitos analicados (IVY. Al comparar estos rasultados con
los obtenides para el mismo estadio de las hembras tratadas con

FU vy AT, no se obtuvieron giterencias signigniticativas (p<

o

O3 .

Se determins el ti=smpc de regensracion del egpermatesforo  en
machos de P.selriferus asi como el efecto de 1la estimulacidn
elsctrica  sobre la calidad y cantidad de las celulas
espermat icas. €n relacion a los animales regenerados se

observd una disminucidn en la cantidad de celulas normales de

de % .

t)



La estimulacisn eléctrica, causd la expulsiédn  total del
espermatsoforo sdloc en el B.2 % de los machos; se ohservad uwna
expulsison parcial en el 78 7% de los casos y no hubao respuesta

en el 12.7 % de los animales estimulados.

El tiempo medio de reg=neracisén de espermatsforo de los machos

que respondieron completamnente al estimulo fué de 246 horas.

La cantidad y calicdad de las celulas espermaticas de los machos

antes y despuss de la estimulacidn eléctrica difirieron
significativamente (p-0.05), la cantidad de celulas normales
disminuyeron de 26.8 X 1ob a 7.6 X 106en espermatéros
regenerados j; las e=2lulas anormales aumentaron de Q.02 X

106Cel./espermatoforo/animal. €1 incremento de las celulas
anormales y muertas se relaciond con un aumento de bacterias en
la masa espermiatica y en el ampula. Esta infeccidn bacteriana

se asocid con la necrosis del tejido gonadico.



INTRODUCCION

Actualmente la produccion de camarones del génera Penaeus bha

alcanzado una gran impcrtancia. De acuerdo con (FESCA, 1291)

para este aTic Te procularon via la captura en barcos
camaroneros 453 Tonelagas de camaron. En r=2lacion con  ésto
Menico ocupa el 3° iugar =n el mundo. Considerando que se han

alcancacdo las rivselas co captura masima  de las poblaciones
naturales, Nyamer s ams ar nductores han encantrado en ia
acuacultura vra siternativa para elevar la producidén. En este
contesto,actualmente s2 hadesarrollado el cultivo de camardn en
todo el mundo en granlas camaroneras. A nivel mundial, segun

Shraimp Farming (1991, MArcico produjo  un total de S mitl

toneladas de camzra>n, occupando asi el tercer lugar.

Tres especies de camarda de importancia comercial, Pernaeus

agrtacusx, B, dJuorarum y P. satiferus, se distribuyen en el Bolfo

de México. El mas abundante en la parte norte es el camardn
cafe P, artzcus ~ en la Tona sur los camarones blanco PA.

setiferus v rosado P. duorarum.

cn relaciln con €slo y pwr su abiandancla, el T et & cafd ha
sida 21 mejor estudiado (Venkataramiah et. al., 1874y . Sin
embargo, estos estudios ce han llevado a «cabo en las

poblacionas pertenecientes a la parte norte del Golfo de México
¥y como ha sido setfialado Levintoen (1987) . la latitud as  un
factor importante en las diferencias fisioldgicas entre
pobiaciones. 51 =¢ considera gue de las respuestas fisiclidgicas
de los organismos depende la sobrevivencia ante los cambios del
medio, entcone=s es de 2=petar que los estudios realicados en
climas templiadns sean  poco extrapolables  a las condiciones

tropicales de nusstre pats.

El camarsn blanco F£. s2t:7erus ha si1do seleccionada nara este



estudio debido a que &5 una especie nativa del Golfo de Meico
Y Con un crecimiento mas rapido gue el de P, artecus en
estanques de cultivo (Farker y Holcomb, 1273 wide in Brown et.
al., 1979). Fara la reproducciovon 2sta sspecie requiere que las
hembras madurern sevualnente antes de realizar la cépula debido
a que, al presentar talico abierto, la copula sdlo se da
algunas bhoras antes del desave. Fara la fertilizacidon se
utiltiza 1a tebomica de  inseminaciden, la cual ha sido una
altarnativa para lx obtoncidn de desoves viables al no  poder
abtensr cdpulas naturales en condiciomes controladas. Reportes
recientes nan denostradao que S factible obtener conulas
naturales =20 Ciwativerio S1 Se croporcionan las condiciones

adecuadaz {(Rames CTMUMNITAC1ON Parsonall.

Jtras cacrazteristrcas gque hacen adecuada esta especie para su
desarrolle en cultivo incluyen la *tolerancia a la salinidad, el
amplio sspectro alimentario y la facilidad de obtener hembras
stlvestres copuladas, io cual coadyuva a la obtencisn de larvas

en condiciones de laboratorio.

Da acuerdo con Agullar (1988) los picos de repraduccidn de £.
setiferus en la regisn sur del Golfo de Manico se dan  durante
los meses de Mayo y Dotubre, asociados cor un incremento de la
temperatura despuds del invierno 124-25°C a  28°T) Yy can  una
»~32°C a 28°0).

diseinucion d2 asta despues del verano (

Uno de los aspaectos mas imporrtantes e@n la camaronicultura es la
reproduccion controlada, la cral tiene como ventajas elevar la
productividad y propoiciconar un prooucto de mejor calidad que
el obtenido en =1 medio natural. La posibilidad de controlar
las caractaristicas de los reproductores en ambientes
contenlados proparcicona ventajazs sobhre la haterogeneidad de los
arganiszmos coapbturades =n el medio natural,

La dispeoninilidad v 0aso cos*to t¢e las especies nativas fueraon



inicialamente usadoz Zome factores para definir la  factibilidad
caomercial del cultive de camaron. De esta eevaluacion se ha

cbhservada gque 153 ocies del genero Peraeus son adecuadas

para el cultivo, Las  esp=cies  i1ativas evaluadas, en orden
decreciente d= prodoactivdad en sastanques, son: Parnaeus
varrnamer, P. :cyi: i, P retiferus, 2. occidentalis, P.
acttecus, . woe T - = . duorarum. Las primevras =
2spBCIaes Pprosentar felaca azioetn, 1o cuwal es sigrnificativo en

términos de los orecedimzante usades  para la maduracién vy
repraduczcidn diz =933 camarones en cautiverio. Otras especies

que han si1do

tos Estados Unidos, Cuba, Venezuela,

P. rnotialis y P.

Colembia y EBras:ii 20 Prpacurs

raulensis 2w zncs, 183%5).

En la actualid..d =! cultbtivo de camaronss peneidos ha adguirido

especial importancia para nuestro gpals. FPara esta  actividad,

Metiico cuente  conr ha cultivadas, ias cuales se han
desstrollado fandamentalmente en las 4&i~eas costeras del
Facifico. Con 1 D Em de  casta, M55t 1z0 tiene un gran

potencial pa-a =1 coltivo del! camaerdan.

Entre las regicnes e2n donde aun no ha sido odesarrollada tal

actividad s2 encuentran las comnas coasheras de2l Solfo de Maxico,

en donde s 2spera Jque en los pr 1mos afios s construya una
ad

grar cantidag B granjas, para aumantar Fi: Drodotes 1S Yy o
i

tanto la exportac

dn de este preciaauw productc aarino.

r die este potancilil, en la &actualidad no

aublicada relacicnacda con las posibilidades
de obtener pos*loreaz de las 2ep=cies del S5o0lfo de Mexico, io
que  ha prosac o que las granias actualmente proyectadas
estableccan 21 S0 de especies Toraneas como  Penaeuds vannamel

para su srodocTi i,

La introduccrdn « aspecies foataneas A un amdiente como el



Golfo de México puede tener consecuencias graves en cuanto al
impacto que puedan provocar estas especies en la estructura de
las comunidades. Cabe mencionar las alteraciones en las
relaciones de competencia, depredaciédn y parasitismo, asi camo
la presencia de enfermedades especificas. Una opcidn viable
para salvar los problemas arriba mencionados es el desarrollo
de los métodos gque permitan una reproduccidén facil en

condiciones controladas.

La tecnologlta para controlar la reproduccién de camarones
peneidos en cautiverio es relativamente Joven. En la
actualidad, e:istemn por lo menos 17 especies de peneidos que
han sido maduradas en cautiverio. Los primeros experimentos de
maduracidén con camarones tienen por lo menos 15 afos y se  han
desarrollado en paises como Japdn, Filipinas, Cuba, Estados

Unidos, Ecuador, Fanami y Erasil.

El tiempo necesaria para que una hembra en su medio natural
pase de un estadio de maduracidén a otro es aproximadamente de
un mes, por lo que el ciclo normal es de 4 a S meses (Guitart
et. al, 1978). Este proceso puede reducirse a sdlo 3 a 4 dias,
utilirando l1a técnica de ablacion para inducir el desarrollo

ovarico.

La teécnica de ablacidn es uno de los méetodos aplicados para la
aobtencidn de hembras gravidas y consiste en la extirpacidén del
pedunculo gcular (Panoose, 1943; 0°'Connor y Lawrence, 19683
Adiyodi y Adiyodi, 1970).

Este método parte 'del siguiente criterios los crustaceos
decapodos tienen centros hormonales que se localizan en cada
uno de los pedunculos oculares (Compleso Organo X glandula del
senol). La liberaci®n de hormonas por dicho complejo controla
funciones como la reproduccidn y 1la muda. Al destruir 1la

glandula X se produce un desequilibrio hormonal gque acelera el



desarrollo de los ovarios (Adiyodi v Adiyodi, 1970) . La
ablacidn ocular puede hacerse por medio de corte, maceramiento
del ojo, por una puncidn y por vaciado del contenido del ojo.
Los mejores resultados se han obtenido al extirpar un sdélo
pedunculo, con todas sus variantes como son la ablacidn parcial
unilateral, la ablacidn parcial bilateral, la ablacidn total
unilateral y la ablacien total bilateral. (Ramos y Gonzalez,

1983) .

La técnica de la anlacidn es importante debido a que estimula
la reproduccidn y ha sido utilizada para producir raplidamente
la maduracion gonadal, ademis de gue pueden tenerse desoves mas

frecuentes (Holtschmit y Romero, 1991).

Diferentes autores que han aplicado la técnica de ablacidn en
algunas especies de camarones han obtenido la maduracidn
ovarica en un intervalo de 2 a 45 dias, dependiendo de la
especie de que se trate. Por sjemplo, Primavera et. al., (1978)
han obtenido un 50% de maduracisn para Peraeus monodon con la
ablaci®n parcial unilateral mientras que Ramos y Primavera
(1986) , lograron la maduracidn gonadal y obtuvieron una
reduccicn en el periodo de maduracidn ovarica de 4 meses a 3 a
4 dias, al practicar ablacion parcial uwunilateral en P. notialis

y P. szshmitti (Ramos y Ganzalez, 1983).

Santiage (1977 compard la ablacién unilateral y bilateral de
P. monodon y encontrd que el desarrcllo ovarico tue rapido
comparado con los controles, aunque con la ablacidn bilateral

se obtuvo una alta mortalidad.

For otro lado, en cuanto a la fecundacidén artificial en los
machos algunos investigadores han propuesto que el uso de
estimulacidn electrica para la abtencidén de espermatsforos es
un me¢todo adecuado para camarones peneidos {(AQUACOFP, 1983);

Sandifer (1984). Esta teécnica ha sido exitosa con Hacrobrachium



rosembrergii, Palaenonetes pugio, P. vulgaris Yy Sicyonia
Ingentis (Sandifer y Lynn, 1980} y con Homarus americanus
(Kooda—-Cisco y Talbot, 1983).

A pesar de que la tdcnica es adecuada, no se tienen informes
en donde hayan sido <2valuados el tiempo necesario para la
regeneracisdn del espermatoforo y la calidad del esperma de los

camarones peneidos eyaculados mediante estimulos el<ctricos.

En consideraci¢en de la necesidad de contar con una tecnologia
propia para la produccidn de postlarvas de PB. setiferus, el

presente trabajo tiene como objetivos:

a).-Determinar el =fecto de la ablacisén y calidad de luz bajo
diferentes longitudes de onda sobre la maduracidén ovarica de

hembras de Penaeus setiterus en condiciones de laboratorio.

b).-Establecer el tiempo de regeneracidn del espermatdforo
despues de la estimulacidn eléctrica y los efectos de ésta
técnica sobre la calidad y cantidad de las celulas del esperma,
asi como tambi®n el estado general de la aAmpula terminal de P.

setiferus.



MATERIAL Y METODOS

Maduracisdn de las hembras

Los ejemplares fueseron capturados en la Laguna de Tamiahua, con
una red de tipo cuchara. Esta laguna se encuentra ubicada en la
porcidn media del Golfo de Mexico a los 21° 28° Latitud Norte y
28° 23 Longitud Deste (Fig. 1).

Una vez que los organismos se recuperaban del estrés producido
por la captura, eran transportados hacia el laboratorio en un
lapsa no mayor de una hota , en bolsas de polietileno con 20
litros de agua de mar saturada de oxigeno. La temperatura de
transporte era disminuida con hielo hasta 23 = 2°C, con el fin
de reducir el estrés producido por la captura. En estas
condiciones se ha observado que una medida apropiada para
desacelerar el metabolismo, es la reduccisn de la temperatura
del agua, por 1o gue los organismos se encuentran aletargados
al disminuir su metabolismo a un minimo observandose una mayor

sobrevivencia.

Los animales fuerdn aclimatados por un periodo de 48 horas en
estanques de 2100 1 de capacidad, con  airacidn continua v
alimentacidén tres veces al dia, con el abjeto de que se
recuperaran del transporte y se adaptaran a las condiciones de

cautiverio.

Las organismos inmaduros que se seleccionaron para aplicarles
el meétodo visual de diferenciacidn de estados de madurez,
descrito por Buitaﬁt y Quintana (1978), fueron inducidos a la
maduracion empleando la técnica de ablacidn parcial unilateral
(PFrimavera, 1978). Esta técnica sélo se aplicd a las hembras,
ya que se ha comprobado gque los machos maduran normalmente en
condiciones de cautiverio. Previo a la ablacidén, los organismos
se desinfectaron en un bafio de formol de 1S5 a 2Sppm (Ramos,
19920).



Una vez ablacionadas las hembras se colocaron en estanques de
maduracidn, redondos de color negro de 1 000 litros de
capacidad, con airacidn constante y un recambio continuo de
agua de 120% por dia. El agua utilizada, previamente se filtro
por medio de cartuchos de 20 wam. LOs camarones permanecietron a

una densidad de Z0O0 g/mz.

Fara todas las fases euperimentales se tomaron parametros
fisicoquimicos dos veces al dia. La temperatura se midid con un
termdmetro digital de 1°C de precisisn, el oxigena disuelto
con un oximetro y sensor polarografico (YSI S4 ARC * 0.1 y 0.0S
mg/1 02), la salinidad con un salindmetro de induccién {(YS1I *
0.5 mg/l) y el pH con un potensidmetra de campo (Corning *

0.01).

La alimentacidn fue proporcionada al 5% de su biomasa durante
cuatro veces al dia y estuvo compuesta de ostidn, calamar vy

camardn.

En el presente estudio, se realizaron tres experimentos en
los cuales se evalud el efecto de la ablacidn y la calidad de
la 1wz sobre la maduracidn ovarica de las hembras teniendo en

cuenta la sobrevivencia, y el porciento de hembras maduras.

ExPERIMENTO 1

Se colocaron I estanques con 12 hembras en cada uno de ellos.
Los tipos de ablacidén que se llevaron a cabo fueron la parcial
unilateral y 1la total unilateral, se hizo una incisidn en el
globo ocular con ué bisturi redondeadao, tomando la base del
pedunculo ccular entre los dedos Lndice y pulgar y presionando
de forma tal que el contenido del mismo fuera exudado a traves

de la incision. Este procedimiento se llevd a cabo dentro del
agua para evitar resecamiento en las brangutias. En la segunda

variante se hizo 1o mismo pero despuss de expulsar el



contenido, 1 pedinculo se ligd con hilo de nylon en la base,
para evitar la péerdida de 1a hemolinfa e infecciones

posteriores. En unos dias el pedunculo ligado se caia.

lLos tratamientos dados a los organismos de cada estanque
fuerons

Estanque 1.- hembras ablacionadas ( vaciadas): APU

Estanque 2.- hembras ablacionadas (vaciadas y ligadas): ATU
Estanque .- hembras control.( sin ablacionarse )

El periodo experimental de esta primera fase durd Z1 dias.

Se realicaron observaciones dos veces al dia para determinar
la evolucidn de la maduracion gonadica de las hembras.
Estos datos se expresaron en % de hembras por cada uno de los
estadios de maduracidn por cada semana experimental. Asi
mismose establecid la frecuencia de la ecdisis, asi como la
mortalidad ocurrida durante los experimentos de 1la siguiente

maneras

# total de mudas

Numero de mudass/dia de tratamiento ¥ total de dias del experimento

# total de mudas

Numetro de mudas/animal/dia = # total de amimales

Para determinar el estadio de maduracidén ovarica en 1 que se
encontraban las hembras se observd el color de la gdnada en
las regiones visibles del cefalotdrax y abdomen utilizando 1la

siguiente escala propuesta por Guitart y Quintana (1978):

Estadio I.- Inmadura, los ovarios no son visibles a través

del exoesqueleto dorsal.

Estadia I11.- Maduracisn temprana aparecen los ovarios delgados
desde la porcidn anterior a la posterior del exoesqueleto.

Coloracisédn amarillo claro.



Estadio IIIl.—~ Maduracion avanzada, oOvarios mAs gruesos y
apariencia obscura ,al ponerla a contra luz, ocupa la porcidén
cefalotoracica casi completa. La coloracidn es amarillo obscura
Y con pigmentaciones verdosas.

Estadio IV.- Maduro, ovarios muy gruesos, con una constriccidén
en los ldbulos del ovario correspondientes al  primer segmento
abdominal,  lo cual se hace mas evidente en dicho estadio. La

coloracidn es mostaza con pigmentos pardos.

Se tomaron en cuenta las medidas del largo total del camardn =n
centimetros con una regla graduada de ©O.1 cm de precisidn
consaiderando desde la espina rostral, hasta el final del
telson, y el largo del cefalotdrax, desde la base del ojo hasta
el final del telson. E1 peso se obtuvo con una balanza digital

de 0,01 g de precisidn.

ExFPERIMENTO 2

-

Se colocaron 3 estanques con 12 hembras en cada uno de ellos.
tas hembras inmaduras para esta fase fueron inducidas a la
maduracion empleando lag técnicas de ablacion total

unilateral y parcial bilateral de los pediunculos oculares.

La segunda variante utilizada se lleve a cabo de la misma forma
que el experimento anterior, pero se probs el efecto de 1la
ablacisn bilateral. La duracidn de este experimento fue de 13

dias.

Los tratamientos dados a los organismos de cada estanque

fueron:
Estarnque 1 — hembras ablacionadas (vaciadas y ligadas): ATU.
Estanque 2 ~ hembras ablacionadas (vaciadas): APB.

La evaluaci®n de la maduracidn, y el resto de las observaciones



se realizaron siguiendo los mismos criterios establecidos en el

primer experimento.

EXPERIMENTO 3

Se utilizaron 3 estanques con 4 machos y 7 hembras en cada uno.
A las hembras se 1les practicd la ablacién total unilateral. En
esta fase experimental se us®d un gradiente de 1luz, €on un
fotoperiodo de 11 hotras de luz y 13 de obscuridad, probando ast
3 calidades de lu:r con diferentes colores: blanca, verde y

azul. La duracion de este experimento fue de 30 dias.

Se realizd 1la prueba chi—-cuadrada tomando en cuenta la
ocurrencia de estadios maduros (I11-1IV) e inmaduros {(I-II1> al

final del experimento con una confiabilidad del 95%,

ANAL ISIS HISTOLOGICO

Para el analisis de la maduracidn se utilizaron los criterios
aplicados en el experimento 1. Asi mismo se realizdé un analisis
de las caracteristicas histolégicas de las gdnadas de las

hembras maduradas bajo estas condiciones.

Fara =21 anilisis de los ovarios se tomaron muestras de los
camarones de los experimentos 2 y 3, después de concluir los
experimentos de ablacian. Se seleccionaron las hembras que
presentaron estadios evidentes de maduracidn segun la escala de
Guitart y QQuintana (1978). Se realizaron cortes histoldgicos
transversos de & a 10 x de grosor tomados de la regidn anterior
de cada uno de los ovarios disectados. Se empled el método de
inclusidn en parafiéa y tincidn con Hematoxilina y Easina. En
la determinacidn de los estadios microscopicos de los ovocitos

se utilizd la clasificacidn dada por Guitart y Quintana (1978).

Se efectuaron mediciones de los ovocitos, considerando 30 de

cada muestra para cada uno. Se determind el diametro medio de



los ovocitos en la regidn anterior del ovario para las hembras
disectadas. Estas mediciones se realizaron con la ayuda de un

micrdmetro ocular.

Mediante el método de Sturgens, se determind la distribucidén de
frecuencias de las diferentes clases de diametros a intervalos
de &6 mm para la region anterior en el estadio IV de hembras de
maduracidn natural e inducida y de 3 mm para todos los estadios

II, III y IV de maduwracion inducida.

Se corroborse si ambas escalas, tanto macroscdépica, como
microscopica, corresponden a los estadiocs de maduracisn ya
propuestos. Ademas se llevaron a cabo comparaciones de la
morfologia de los ovocitos en las gédnadas de las hembras con
maduracidn inducida y con las hembras provenientes del wmedio

natural.

Se realizo la prueba de "T de student' para comparar los
diametr-os de ovocitos procedentes de hembras con maduracidn

natural y maduracion inducida en estadio IV.

Fara comparar las mediciones realizadas a los ovocitos de
hembras con maduraci<n inducida en estadios maduros e
inmaduros se realizd un ANOVA de clasificacion simple y las
medias se compararon por la prueba de rangos multiples de

Duncan.

Fara determinar las clases de edades en la distribucidén de
frecuencias de los ovocitos de ovarios maduros en condiciones
de cautiverio se empled @l programa  para computadora ELEFAN

(Electronic Iength frecuency analiszis) Ver 2.1.

En todos los casos se considerd una confiabilidad del 23 4 (P <
0.05).



Maduracién de los machos.

tns machos adultos de P. setiferus fueron colectados en la zona
costera del NW del Golfo de México, especi ficamente al norte
del estado de Veracruz. Sesenta adultos fueron seleccionados
con un peso humedo de 16 a 47 g y colocados en tanques de fibra
de vidrio de 2500 1 por 48 horas para su aclimatacidn. Durante
este tiempo el agua de mar fue parcialmente cambiada al SO %y
mantenida a 28 * 2°C , 34 o/oo, pH B.21 % 0.5, N-NH3 < 0.02
mg/l y una concentracidn de oxigeno mayor de 5 mg/l. El agua

de mar fue filtrada a traves de un filtro de cartucho de 20 .
Los camarones fueron alimentados con uwna mezcla de camardn
fresco congelado, calamar y ostidn dos veces diariamente, al 10
% de su peso durante la aclimatacidn y periodos experimentales.

Un 100 % de sobrevivencia fue registrada durante ese tiempo.

Una vez finalizado el tiempo de aclimatacidn los camarones
fueron estimulados eldéctricamente. Ninguno de los animales
mostrd melanizacidn del ampula terminal comp oacurre para #P.
setiferus (Chamberlain et. al., 1983). Un sistema similar al
descrito por Sandifer et. al., (1984) tue usado para la
estimulacion elécrica y éste consistid de una fuente de baijo
voltaje conectada a dos electrodos que fueron colocados en la

base del quinto par de pereipodos ¥ un solo estimulo de 4.5 V
fue aplicado por uwun segundo. Los espermatsdforos fueron
removidos con pinzas despuss de la contraccion muscular. Estos
animales fueron entonces marcados sobre el cefalotorax y los
espermatoforos fueron mantenidos en una solucidn  salina libre
de calcio por una hora. Los camarones fueron colocados en
grupos de 1< con agua marina de la misma calidad gue la usada

en el mismo perictdo de aclimatacidn,

La calidad del esperma obtenido antes y despues de la
regeneracion fue evaluada a traves del contenido celular del
esperma, asi como también la viabilidad de las celulas. Esto

ultimo fue obtenido a traves de la cuantificacidn del numera de



celulas espermaticas tefiidas con azul de trypan. E1 numers de
celulas normales y anormales fue registrado. Las celulas
anormales fueron reconocidas por malformaciones de la cabeza o

la ausencia de la cola (Leung- Trujille y Lawrence, 1987).

Los camarones fueron revisados en el exterior para verificar la
regeneracidn. La estimulacion del camardn en el que un  nuevo
espermatdforo era vistao, se repetia. Estos camarones fueron

colocados de nuevo en el tanque para una segunda regeneracidén.

Como todas estoz znimales  murieron, los resul tados
presentados se refieren sdlo a los de la primera
estimulacidn-regenaracion. E1l espermatdforo regenerado fue

analizado y comparade con aquellos obtenidos a traves de la
primera estimulaciosn. Observaciones macroscopicas del Ampula
terminal fueron también llevadas a cabo para detectar cambios
en e1 Srgano y algunas caracteristicas macroscédpicas del
sindrome de degeneracion del tracto repraoductivo de los

camarones machos (SDTRM) fueron tomadas en cuenta.

Una relacion fue cbtenida entre 1 numero de celulas normales y
se empleo el pesoc del camardn antes Y después de la
regeneracidn. Se utilizd el modelo logistico de Brower y Zavr
(1977) =

donde C es el nrimero de células * lob/espermatéforus/animal, K
es el Mazimo promedio de células de esperma cuando la curva se
hace asintdética, m es la pendiente, e es la base de

logaritmos naturales, w es el peso del camardn vivo y a es una

constante.



El numero promedio de ce¢lulas del esperma de camardn con peso
mayar de 34 g fue usado para calcular K. El valeor para m fue
obtenido a partir de la relacion lineal entre lag [ ( K — Nw )
/ Nw 1 y peso (W ). Un analisis de wminimos cuadrados fue
llevado a cabo para probar la habilidad predictiva del wmodelo
(Zar, 1974)

tla prueba de T student fue aplicada para comparar el numero de
celulas antes y despu#s de la estimulacidn. Una tranformacidn
V arc-seno fue usada antes del analisis de los valores

porcentuales (Zar, 1974).



RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

En la figura 2 se observaron variaciones en la temperatura con
un minimo de 27 °C y un maximo de 29 “C durante el periddo
experimental y con fluctuaciones diarias de 0.05 a 2°C. La
salinidad tuvo un nimimo de 29 “Z. y un maximo de 34 %, . Las
variaciones fuerdn de 4%Z. . E1 oxigeno presentd oscilaciones de
6.9 a 7.4 mg/l y el pH de 6.5 a 8.0. Estos dos factores
estuvieron intimamente realacionados sin presentar cambios
bruscos.

En la figura 3 de la correlacidn entre la frecuencia de mudas y
la temperatura se observd un aumento de la frecuencia de mudas
con la disminucién de la temperatura., Esto sucedid entre los
dias 6 y 10 y los dias 18 y 21, en el grupo contrel y en los

dos tratamientos.

En este estudio se observd que las técnicas empleadas para la
ablacidn de 1laos pedunculos provocaron una sobrevivencia
satisfactoria, ya que solo en la AFU hubo wuna mortalidad del
25% de los 12 animales experimentados. En estas condiciones

que pucde la mortalidad considerarse baja

El numero de hembras mudadas/dia por tratamiento oscild entre
0.6 ¥y 0.467 vy el numero de mudas por animal fue de 0.05 y 0.06

lo cual se puede considerar bajo (Tabla 1).

En la tabla 2 vy figura 4 se observoe la respuesta a la
maduracidn. Como SE.puedE apreciar la maduracidn seinicié a
partir de la tercera semana solo para los animales con APU y
ATU, ya que el contreol permanecid en las cuatro semanas en

estadios inmaduros (I-I1).

LLa prueba estadistica aplicada a este experimento presentd



diferencias significativas con respecto al grupo testigo. No
se encantraron diferencias significativas entre los animales a

los que se realizaron 1los dos tipos de ablacion.

EXPERIMENTO 2

En la figura 5 se muestran las variaciones de la temperatura,
durante el segundo e:xperimiento. durante este periddo la minima
temperatura fu¢ de 25 C y la maxima de 29 °C con fluctuaciones
diarias de 0.5 a 2°C. La salinidad varidé de 31 %Z. a 33%. con

unas modilficaciones diarias de 3 “Z. . El oxigeno se mantuvo

entre 95 a 7 mg/l y 1 pH entre & y 8.

En la relacidn de la frecuencia de mudas con la temperatura
(Fig. &) 1los tratamientos de la ablacidn unilateral y bilateral
se obsetrvd un comportamiento similar al experimento anterior.
Cabe destacar gque aunque se presentd una alta frecuencia de
mudas en el AFB mno hubo una relacidn clara con respecto a la
temperatura. Se observd que desde el segundo dia los animales
empezaraon a mudar hasta el dia 15. En cuanto a la ablacidn
unilateral, en el dia 10 hubo wuna disminucion brusca de la
temperatura de 78.5 °C a 25°C, 1o cual increments el numero de
mudas en los dias posteriares (Fig. &). En la tabla I se
aobservaron altos indices de mudas para la AFBE con relacidn a la
ATE. En el tratamiento de AFB se obtuve un 83.33 % de
maduracisn temprana (estadio 111> a partir de la primera
semana. Se considerardn las hembras en este estadid solamente
por el desarrocllo de la gdnada ya gue la coloracién en lugar de
ser amarilla fue de colaor crema, hubo un estancamiento en este
grupo de animales ya que permaneciersn en estadio 111 hasta la
tercera semana. En el tratamiento ATU no se observd maduracidn
permaneciendo en estadios inmaduros (I-II) en las tres

semanas.

En la prueba estadistica aplicada presentd una diferencia

significativa entre ambos tratamientos (p < 0.05).



EXPERIMENTO 3

En la figura 8. Se representan las variaciones de los

parametros fisicoquimicos durante el experimento 3. En este
0 . < ied

caso la temperatura presentd variaciones entre 22 C y 30°¢,

con fluctuaciones diarias de .05 a 2%, la galinidad oscile
entre un minimo de ZT0 %. y wun maximo de 33 %., con variaciones
diarias maximas de 3 %. Estas variaciones comienzaron a partir
del dia 18, ya que hasta ese dia la salinidad se mantuvo
estable en 2 “.

El intervalo de valores para el oxigeno fue de 3 a 7 mg/l y el
del pH de 6.5 a 8.

En la figura 9 =e representan la relacien entre frecuencia de
mudas y la temperatura. Agul no sa observd una aparente
relacidn entre ambos parametros, aungue puede notarse que en el
dia 7 y 22 hay una pequefia disminucidn de la temperatura y un
aumento de la frecuencia de mudas en el tratamiento con luz de

color blanco.

En 1a tabla S se observa que la mayor sobrevivencia fue la del
tratamicenloy de luz blanca con wun 100% spguido por ol color el
azul con 85.71 %4 y por ultimo el verde con 71.42%. El numero de
mudas/tanque/dia fue mas alto en el tratamiento de lu= blanca

con un valor de 0.40 y en los otros tratamientos fue de 0O.26.

En la tabla & ¥y la figura 10. Se pueden observar las
variaciones entre el porcentaje de maduracion en las distintas
calidades de luz. ée abserva que el mayor porcentaje de
maduraci<n correspondid a los camarones expuestos al colow
verde con &0Y% de hembras con estadios de maduracian (IITI-IV)
mientras que el o2 color azul llega a un 16.66 % de estadios de

maduracian.



Mediante 1la prueba estadistica aplicada se encontraron
diferencias significativas en la respuesta a la maduracidn de
los animales epuestos a la luz a blanca con relacidn a 1los
tratamientos con luz a verde y azul, pero no entre estos

altimos (p < 0.05).

ANALISIS HISTOLOGICO

Al final de cada experimento se realizd el anidlisis histoldgico
de las gdnadas de las hembras gue presentaron estadios de
maduracidén del II al IV gue fueron del experimento 2 y 3. En
las fotografias al microscopio coptico se puede observar como la
ablacidn, al alterar el metabolismo general de los camarones,
produce una desorganizacion de la estructura de las gonadas.
Esto provocd que en los cortes se observaron ovocitos en
diferentes estadios de desarrollo. Asi, se encontraron en las
hembras maduras ovocitos con las caracteristicas tanto de
animales maduwros como organismos inmaduros. En la figura 11 se
ve la distribucidn de frecuencias para las 18 clases de
diametro para ovarios de hembras con maduracidén inducida en
estadios (II—-IV)

De acuerdo a las observacionos mactroscopicas de coloracion £
desarrollo de los ovarios, correspondientes a los estadios de
maduracidn (II,II] y 1V}, (tabla 7). Se realizé una ANOVA
simple en donde se observaron diferencias significativas entre
las medias y la prueba de rangos multiples de Duncan. Se
comprobd que las tres medias eran diferentes (p < 0.01) tabla
7 . Usando el programa ELEFAN (Batacharia) se obtuvieron cuatro
grupos modales, uno para cada grupo de estadios de maduracidn.

figura 122,

Al compatrar los estadios de maduracidn CIV) de ovarios de
hembras con maduracidn natural e inducida se obtuve la
distribucion de frecuencias de clases de diametros (6 clases

con 3 mm de intervalo) figura 13.



No se abtuvo diferencia significativa entre 1los diametros de
los ovocitos medidos en ambos grupos de animales, la tabla
? muestra la estadistica descriptiva de dos grupos Y los

resul tados de l1a prueba de "T de student™.

MADURACION DE LOS MACHOS

De las 60 camarones estimulados electricamentesoslo =1
expulsardn el espermatdforo tatalmente (B.3 Z) el resto (75 4L
parcialmente e:;pulsaron el contenido de ambas ampulas
terminales y seolo el I.2 % e:npulsd una parte del espermatdforo.

El resto (13.7 %) no respondieron a los estimulos.

LLlas relaciones entre el numeroc de celulas de esperma normal y
peso corporal fue adaptado a la curva logistica (Fig.14). Un

valor maximo de 45.3%7 millones de celulas / espermatsdforo ( K )
y m de .24. Fara este modelo se obtuvae un coeficiente de

correlacien { r ) de .89 y una p < 0d.0001,

Despu<¢s de realizada la primera estimulacidon eléctrica y
durante los 7 dias de ohservacidn no se ocbhservd mortalidad

entre los camaroaones.

’ Dospuds de ila estimulacidn la regeneracidn se  observd hasta
las 72 haras y solo en un 20 % de los camarocnes (tabla 9 ) .
El 80 7 de regeneracicon se observd después de 168 h y el tiempo
medio de regeneracidn se obtuvo a las 946 hde la estimulaci”n.En
el 20 7Z restante se ubicaron los camarcones que regeneraron solo

el contenido de una ampula terminal o no regeneraron.

En todos los animéles regenerados y en relacién con los
valores, iniciales se observd una disminucidn en la cantidad de
celulas normales asociado con un  aumento en las celulas
anormales y calulas nmuertas (tabla 9). Las celulas normales
disminuyeronen un 71.6 7 con variaciones entre &4 y 77 7 lo

cual significo una reduccian de 26.8 millones cel 7/



espermatdforo a 7.6 millones cel / espermatdforo en animales
regenerados (Tabla 11) LLa cantidad de celulas anormales
aumentdsd de .02 millones a 3.8 millones cel / espermatdforo
después de que los camarones fueron estimulados electricamente.
Asl mismo la cantidad de celulas muertas pasd de 0 Z a 28.3 en
animales regenerados. De esta forma se observd que durante la
regeneracidn, el total de celulas espermaticas disminuyd en un
40.7 7 de las cuales 1 47.8 % fueron celulas normales, 23.9
anormales y 28.3% celulas muertas. Tambien se observs que la

cantidad de celulas normales en 1los animales regenerados no
presentd ninguna relacidn aparente con el peso corporal {
Fig.14 a ¥y b) .

En cuanto a las caracteristicas macroscdpicas de las ampulas de
los camarones regenerados se pudo notar la presecia de aresas
necraosadas en un 60 % de la ampulas terminales analizadas. Se
observd una mayor incidencia de la necrosis en la apertura del
gonopdro que en las regiones internas de la ampula. Auque nao se
cuantificd se pudo observar una gran tantidad de bacterias en
la masa espermatica aspciada con las 4ampulas necrosadas. Al
hacer la disecccidn de las Ampulas de los animales que
regeneraron parcialmente se observd un cambio en la coloracidn
v la turgencia siendo estaz menus blancas y flacidas en
comparacidn con las de los animales antes de la regeneracidn.
En el contenido de la ampula que no regenerd, se encontraron
fragmentos del ala y restos de la matriz adhesiva mezclada con
la masa espermatica la cual fue identificada por la presencia
de unas pocas celulas espermaticas. En estas ampulas se
obserwvaron areas necrosadas al interior asociadas con agran
cantidad de bacteriés- En los camarones no regenerados, las
ampulas presentaron caracteristicas similares a las de 1los
regenerados parcialmente, auque en estos animales los restos de
células espermaticas y estructuras del espermatsodforo fueron
observados en ambas ampulas. La necrosis del ampula fue también

mas evidente en estos animales.



' DISCUSION

En =1 presente estudio 11los parametros fisico—guimicos se
mantuvieron dentro de los intervalos adecuados para la
maduracidn de las hembras de P.setiferus. Asi, la
temperatura varid entre EéiEOC, la salinidad entre 32 izz.,

el pH entre 7 y 8 y &1 oxigeno disuelto entre 6 tl mg/l.

Se ha demostrado que la manipulacién de las hembras de
Pernaeus setiferus s posible en condiciones de laboratorio.
f,a factibilidad de obtensr hembras maduras para la produccidn
de postalrvas en estas condiciones ha quedado tambien
demostradsa. De zcuetrdo con varios autores, la ablacion de
los pedinculos oculares es un método adecuado para estimular
la maduracien de las hembras de camarones peneidos. Asi se
han obtenido hembras maduras con P. monodon (Primavera,
1978), P. schimitii (Ramos y Frimavera, 1984) P. vannamelx
(AQUACOP, 19793 Chamberlain y Lawrence, 19813 Chamberlain y
Gerbais, 1984), P. s5tylirostris (AGUACOCP, 19793 Brown, et
al., 198030, A£. callitornrensis (Moore, et al., 19743, P.
aztecus (Duronslet et al., 19755 AQUACOP, 19735), P. duorarum
{(Caillouet 1272), A. notialis (Ramos vy Tartres, 1986) P.
roraodon (Santiagoy, 1977) y P. setiferus {(Brown et al., 19795
Lawrence ¢t al., 1985). Este estudio es el primero en el que
se reporta la obtencidn de hembras maduras en cautiverio en

la regidén tropical del Golfo de México.

Pe 1os resultados obtendios ahora se ha podido observar que
la ablacidn unilateral puede ser aplicada al cortar
totalmente los pedﬁnculos & al extraer unicamente el
contenido del pedrmculo. En ambos casos la sobrevivencia y la
maduracién fueron positivas. Las diferencias obtenidas en la

sobrevivencia de las hembras oculectomizadas totalmente y las



ligadas se puede asociar con la pérdida de la hemolinfa
después del corte del pedunculo. Este efecto puede reducirse
enfriando con hielo la regidn operada. En este sentido,
Ramos y Primavera (1986) han sefialado a la ablacisén parcial
unilateral como el método mas apropiado para la obtencidn de

hembras maduras de P. schmitti con alta saobrevivencia.

En cuanto a la respuesta de los organismos operados por el
métado AFR <e observaé una baja sobrevivencia y wna alta
frecuencia de muda. Es posible que el estres al que se
someten las hembiras durante la operacidn influya de manera
negativa en ellos. La desestabilizacidén del metabolismao al
estar ausentes ambos peduanculos. produce un desequilibrio
general 2l cual impide la maduracidn y provoca la muerte.
Esto dltimo podria estar asociado con el debilitamiento de
las hembras por falta de alimento, el cual les es dificil de

obtener en los tanques.

Entre los factores del medio gque determinan la maduracidén de
las hembras de P. setiferus en ambientes controlados se
encuentra la temperatura. En este estudio se ha podido
observar céma variaciones desde 0.5°C pueden alterar el
proceso de smaduracidn. En cste sentido un aumento de  la
frecuencia de las mudas asociado con los cambios en  la
temperatura es el sintoma inequivoco de la reabsorcidn de las
génadas, con el consecuente retraso en la maduracidén. Aum
cuando no hay reportes en los cuales se haya establecido una
relacidén entre la frecuencia de muda, la maduracion y la
temperatura, Ramos (comunicacidn personal) ha observado este

mismo efecto en P. schmitti.

En relacidn con el tiempo de maduracidn de 25 a 30 dias aqui

obtenido, Brown et al., (1979) encontraron que P. setiferus

t)



en cautiveria y con ablacioen wunilateral, tarda en madurar
entre 25 a 35 dias, lo cual cae dentro de los tiempos
reportados en el presente estudio. Estos resultados
contrastan con los obtenidos por Ramos y Primavera (1986)
quienes reportaron la obtencidn de hembras maduras entre 3 y
6 dias en una especie filogenéticamente muy cercana a P.
setiferus, como es P. schmitti. Aun cuando en este estudio se
alimentd a los animales con una dieta compuesta de calamar,
ostidn y camardn frescos, al igual que otros estudios, no fug
posible reducir el tiempo de maduracisn en P. setirerus. A
este respecto Brown et al., (197%9) bhan reportado que la
lentitud de P. zetiferus para la maduracidn en condiciones
controladas obederce a las condiciones climatoldgicas
asociadas con €1 origen de las poblaciones. Asi estos autores
proponen que por ser de arigen templado, los procesos de
maduracidn son aun mas lentos que 1los que se obtienen en
especies de origen tropical. Aun cuando es necesario realizar
mayor numero de investigaciones que permitan concluir al
respecto, llama la atencidn que una especie que se distribuye
también en aguas tropicales puedan guardar relacidn con las
caracteristicas gen<ticas asociadas con las poblaciones de
las regiones templadas. Factores nutricionales sumados a las
caracteristicas del agua en cada zona y los Tactares
intrinsicos de 1a especie, pueden ser los responsables de una

respuesta tardia, como la observada en P. setiferus.

El periddo de latencia desde la ablacidn a la maduracidn vy
desove va de tres dias a dos meses, dependiendo de la edad Yy
fuente de los progenitores, estadid del ciclo de la muda ¥
otros factores en el.momenbo de la ablacidn. P. monodon
subadultos capturados en manglares maduran en 40 dias y
desovan a 1los 69 dias después de la ablacidén comparado con un

minimo de tres dias para progenitores adultos del mar.



Otro ejemplo en P. menodon de mar costero del oceano Indico,
toman solamente 4-5 dias para desovar después de la ablacidn,
en contraste a 20-30 dias de hembras de regiones esturinas.
También se han visto diferencias en el periddo de latencia
para progenitores silvestres y criados en cautiverio dando
&stos ultimas respuestas mas lentas en P. keraturus.

(Primavera, 1984).

Asi podria ser que también el perisddo de latencia observado
en este estudio podria estar asaciado con el origen
estuarino de las hembras utilizadas. En relacidn con 1la
calidad de la iuz utilizada, el experimento ahara
desarrollado parte de la consideracidén de que dentro del
espectro de luz visible, las longitudes de onda que penetran
entre los 15 y 20 metros de profundidad en las zonas costeras
del Golfo de Mexico donde se reproduce P. setiferus, caen
dentro del intervalo de la longitud de onda de la luz azul y
verde (Wurts y Stickney, 198B4). De los resultados obtendios
ahora se ha demostrado que es la luz verde 1la que promuave
mas el desarrollo de la maduracidn, una baja en la frecuencia
de mudas y una alta sobrevivencia. Cabe aclarar que en el
experimento con luz blanca se observe la mas alta

frecuencia de mudas.

El efecto de la luz en los camarones peneidos pudiera estar
asociado tanto con las condiciones para la cépula como con
las condiciones en las cuales se encuentran los organmismos
en cautiverio. Los camarones peneidos realizan la cHdpula en

horas de la tarde, cuandoe la luz del sol es menor.

En estas condiciones, la longitud de onda que penetra a esa

profundidad pudiera ser la que promueva la maduracién. Cuando



las hembras son colocadas en un ambiente propicio para la
actividad reproductiva es posible que se disparen los
procesos asociados con esa  actividaed, comenzando con la
maduracidn. Asi mismo, podria establecerse que la longitud de
onda del color verde reduzca el estrés al que los animales
pudieran eventualmente estar expuestos en el estanque al
simular su medio natural. Asi al reducirse el estrées habria
mayor cantidad de energia disponible para l1a maduracidon lo

cual se reflejaria en los resultados obtenidos ahora.

Asi, la ablacidn parcial unilateral aunada a una longitud de
onda que estimule las condiciones de la actividad reproductiva
é reduzca el estrés en cautiverio, seran las mejores
condiciones para la obtencién de hembras maduras de P.
setiferus. Cabe destacar que estas condiciones sélo seran
exitosas en un marco ambiental estable, en el cual la

temperatura juega un papel fundamental.

De las abservaciones macraoscépicas realizadas en relacidn con
el cambio de la coloracidén de las génadas y la maduracidn se
pudo notar que el color observado en los organismos
experimentales no siempre correrspondid a los estadio de

maduracion propuesto por Guitart (1978).

En este estudio se obtuvo que algunas de las hembras que
presentaron estadio de maduracidn IV macroscopicamente en el
analisis histdlogico presentaron estadio de maduracidn II,
esto se debe a que ocurridé un proceso de reabsorcidén. Las
hembras de estadio de maduracién II'- III por el color

estaban realmente eﬁ IV y/0 a punto de desovar.

Un factor importante en la maduracidn es la relacidn que

guarda esta con los pigmentos carotenoides del ovario. Este

(4]



cambio se hace visible en la mayor parte de los crustaceas,
caracterizanado los estadios de maduracidén de las hembras. La
concentracidn de las pigmentos carotenoides totales en el
ovario pasa de I9.3 a 44Z.37/g de peso fresco del organoc en
[ schmitti, mientras que en el hepatopancreas la
concentracidn alcanza un maximo de 558.2 g/gq, estabilizandose
al final de la maduracidn (Vincent et al., 1988). E1l origen
hepatopancreatico de las carotenoides del ovario se hace
evidente asi como de la Zeaxantina monoester como forma de
trasferencia de los pigmentos del hepatopancreas hacia el

ovario.

Andlisis histoldgico

En las hembras maduradas en cautiverioc se observaron 3 modas
bien definidas para los tres estadios de maduracion II, IIXI Y
IV (p < 0.05).

La comparacidn de estadio IV de hembras en cautiverio y en
el medio natural no mostrée diferencias significativas 1lo
cual indica que hubo una maduracidn satisfactoria, tomando el

medio natural como patrén.

A este raespecto en P.rnotialis se encuentraron 2 grupos
modales de ovocitos en las hembhras con maduracion inducida.
Asl se supuso que detras de un grupo de ovocitos maduros
viene otro grupo de ovocitos en proceso de maduracidn (Ramos
y Tarres, 1986). En el presente estudio se observd en el
estadio IV un solo grupo modal tanto en los madurados en el
medio natural como los madurados en cautiverio. En cuanto al
diametro promedio de los ovocitos, segun la literatura los
valores mas cercanos a las muestras anmAlizadas son los de P

setiferus reportados por Guitart y Quintana (1978) (tabla



10).

MADURACION EN MACHOS

Los resultados obtenidos de 1los machos de FE. setiferus al
inicio de este estudio indican gque los camarones utilizados se
encontraron en buenas condiciones y con un promedio de
espermatozoides similar al reportado por otros autores, para
ésta y otras especies. A este respecto Leung—-Trujillo y
Lawrence (1985 y 1937) reportaron conteos de 31.9 millones
cel/espermatdforo en machos adultos de P, vannamei y entre 32.7
y S4.4 millones cel/espermatdforo en machos adultos de B

setiferus.

En este estudio se presenta el primer reporte de la relacidn
entre el numero de células espermaticas y el peso corporal de
P. setiferus. Comn se puede apreciar, el comportamiento
sigmoidal de esta relacidn evidencia que el numero de
espermatozoides alcanza un masimo de 45 millones
cel/espermatéforo para animales entre 16 y 48g. Asi animales
mayores de 3ég presentaran el mayor potencial reproductivo
para la obtencicdn de las células espermaticas aptas para la

fertilizacidn de hembras de esta especie.

En el presente estudio se observd que la estimulacidn
eléctrica, si bién promueve la salida de los contenidos de las
ampulas terminales, no produce la 1liberacion total del
espermatdforo. Esto implica que, para 1la obtencidn de 1las
células espermaticas, es necesario aplicar una manipulacidn
extra al obtener el espermatdforo por extraccidn manual con
pinzas. Para ésto ha; que ejercer una pequefia presion en la
base del ampula que permita la extraccidn de sus contenidos con

mayor facilidad.



El1 &mpula terminal de P. setiferus es muy grande en relacidn
con el tamafio de la apertura del gon®poro adeémas de que el
espermatdforo es grande y camplejo (King, 1948; Pérez—Farfante,
1975). Estas carcteristicas anatdmicas hacen dificil el que los
camarones wpulsen totalmente el espermataforo con una
contracecidn muscular proveocada por la electroestimulacidn
(Sandifer et al., 1984). El uso de una mayor descarga eléctrica
6 de un mayor numero de estimulos como alternativa para la
obtencidn del espermatdafora ha causado la  muerte de  laos
camarones en este y otros estudios (Sandifer et al., 1984). En
el total de animales estimulados gue presentaron algun tipo de
respuesta no se presentd mortalidad. Estos resultados coinciden

con lo obtenido po:r Chow (1982), para M. rosembergii y por

Sandifer et al., (1984) para F. setiferus.
Sin embargo en los animales regenerados se observd una

disminucidn significativa en 1la cantidad y calidad de las
celulas espermaticas, 10 cual produjeo una reduccisn del 714 en
el potencial reproductivo de los animales (Tabla 9. La
presencia de bacterias entre la masa espermatica de los
espermatdforoas en el 4604 de los casos pudiera ser la causa para
la reduccidn del numero de células viables. La entrada de 1las
bacterias a través del gondporo pudiera estar relacionada con
una conducta oportunista ascciada al esstres geaeral producado
durante la estimulacidn electrica (Talbat gt al., 1989 . En
este proceso la manipulacidn de las ampulas para la extraccidn
del espermatdforo pudiera ser la primera causa de la infeccidn.
La aplicacidn del estimulo y el roce de los electrodos en el
ampula al mamento de 1a contraccidn muscular y los dafos
locales en la apertdra del gonoporo producidos por las pinzas
durante la extracidn, destacan camo los procedimientos
directamente involucrados en la entrada de las bacterias al

Ampula. Un obscurecimiento progresivo desde el gondporo hacia



el interior del 4mpula pudiera ser interpretado coma una prueba

del crecimiento bacterianeo hacia el interior de las aAmpulas.

Aunque las causas directas de la muerte de las cé&lulas
espermaticas no han sido establecidas, el posible desarrollo de
bacterias en la matriz axtracelular de la masa espermatica
pudiera ser la causa para la reduccidn de células viables y el
aumento del numero de celulas anarmales y muertas en los
espermatdforos de los camarones regenerados. E1 comportamiento
de los resultados obtenidos de la relacidn entre el numero de
células espermidticas y el peso de los camarones regenerados
evidencid que el efecto de la estimulacidn eléctrica no esta
relacionado con el peso ni con el estado de salud de los
animales (Bolger y Cannolly, 198%9) sino con el estres al que es
sometido cada animal, al proceso de aclimatacion y a su
propia fortaleza. La muerte del 100% de los camarones despuds
de una segunda estimulacicon evidencid el estreés gque significd
para estos camarcnes el ser sometidos a este tipo de
estimulaciaen.

Asi pués, aunque la estimulacidn eléctrica puede ser una
alternativa viable para la obtencidn de espermatsforos en
otras especies de camardn como B. vannamei (Sandifer et al.,
19843 Leung—-Trujillo y Lawrence, 1785), es necesario
investigar sobre metodos mas adecuados para producir
inseminacicnes sin manipulacidn en especies que como Fa
setiferus no responden facilmente a la regeneracidn después
de una electroeyaculacidn y cuya regeneracidn puede estimular
la aparicidn de caracteristicas negativas (como el MRTDS) en

la reproduccidén en cautiverio (Rosas, et al., en prensa).



CONCLUSIONES

1.-Al1 evaluar el efecto de la maduracidn gonidica de hembras de
P.setiferus con tres tipos de ablacidn, ablacién parcial
unilateral (APW), total unilateral (ATW y parcial bilateral
{AFB) , se obtuvisron los mejores resultados en las dos

primeras; de éstas, la ATU fue la mas adecuada.

2.-La calidad de luc- mas adecuada para la maduracidén gonadica
de hembras tratadas con ATU fue la luz verde, en la cual se
obtuvo un 60 %4 de estadios 1I1I-IV; en la combinacién con luz se

obtuvo un 146.6 %L para los mismos estadios.

3.-E1l efecto combinado de la ATU Y la temperatura fues

determinane para 1la induccién a la maduracidn, variaciones
+ N

mayores de —SOC ocasionaron retraso reabsorcidn en el

desarrollo de la g%nada de las hembras de P. setifTerus.

4.—-El color de las g<nadas variéd de acuerdo con el estadio de
maduracion, siendo estas variaciones, muy similares a

P.zchmitti .

S.—-En las hembtras maduradas en cautiverio se observaron 3 modas
para los tres estadios de maduracion (II a I1V); se encontraron

diferencias significativas (p < 0.03).

4t.-Morfolegicamente los ovocitos son similares en ovarios de
hembras con maduracidn natural e inducida, solo la disposicidn
de los cuerpos periféricos en los ovocitos de ésta dltima es

irregular.



7.—La distribucidn de frecuencias de los diametros de 1los
ovocitos de las hembras del medio natural en estadio IV y de
las hembras inducidas a la maduracidn con ATU y APU son

similares (p > 0.05),

8.-Asi la factibiiidad de obtener hembras maduras para la

produccidn de postlarvas en condiciones quedd demostrada.

Q.-La teécnica de electroeyaculacion, promueve, la 1liberacion
del espermatdro, aunada a una presidn manual, en los machos de

P. setirterus.

10. -En el ana&lisis de la regeneracién del espermatdfora se
registrd una disminucisdn en la cantidad y calidad de las

células espermiticas.

11.—-La presencia de bacterias en la masa espermatica de los
espermatoforos pusede ser una de las causas de la reduccidn de

nuameroc de células viables.

12. ~La segunda estimulacion electrica del espermatoforo resultd

ser letal para laos machos.

13.-Se recomienda emplear otro metodo para estimular la

liberacion del espermatoforo.
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TABLA 1 Porcentaje de sobrevivenclia y frecuanecia de

muda de las hembras P. setiferus durante el experimento 1.

Ablacidn Parcial y Total unilateral

ﬁ?./dia/animal

Control APU ATU
No. Animales (inicial) 12 12 12
Sobrevivencia (%) 100 75 100
Mudas (frecuencia)
No. /dia/tangue 0.63 0.73 Q.67
0.0%5 0.06 0.05




TABLA 2 Relaciodn entre el tiempo de ablacidén y la

maduracidén de las hembras de P. setiferus durante el
experimento 1.

Ablaci®sn parcial y total unilateral
Control AFPU ATU
1a. Semana
Estadio I 100 100 100
de Maduracidn 11
(L) Ii1
v
2a. Semana
Estadio I 100 100 100
de Maduracidén 11
(%> IIx
v
3a. Semana
Estadio I 746.47 40
de Maduracisn II 23.52 S0 57.14
L) 111 10 42.83
v
4a. Semana
Estadio I
de Maduracion - I 100 42.85 50
(%) 11X 57.14 S50
v

Porcentaje de maduracion y estadio mdximo alcanzade durante las

“uatro semanas de axperimentacion (julic y agosto).



TABLA 3 Porcentaje de sobrevivencia y frecuencia de
muda de hembras de P. =zetriferus durante el experimento 2.

Ablacidn Total Unilateral y Bilateral

A.T.U. A.P.B
No. Animales (inicial) 12 12
Sobrevivencia (%) 83.3 bb6. 6

Mudas (frecuencia)
No./dia/tanque 0.69 2.07
No./dia/animal Q.05 0.17




TABLA 4 Relacion entre el tiempo de ablacidn y la

maduracion de las hembras de P, setiferus durante el
experimenta 2.

Ablacien Total Unilateral y Bilateral
A.T.U. A.P.B.
1a. Semana
Estadio 1 100 16.66
de Maduracion i1
(%) 111 83.33
v
Z2a. Semana
Estadio I 6&2.5 16.66
de Maduracidn II 37.5
(%) ITI 83.33
v
Fa. Semana
Estladio I 37.5 1b. &6
de Maduracidn II 62.5
(7 I11 83.3=
Iv

Porcentaje dae maduracion y estadio maximo alcanzadoe durante las

cuatro semanas de experimentacion (agosteo Yy septiembre).



TABLA S5 Porcentaje de sobreviencia y frecuencia de

muda de hembras de P, setiferus durante el experiments 3.

Ablacion Total Unilateral

A.T.U. A.T.U. A.T.U.

(Blanca) (Verde) (Azul)
MNo. Animales (inicial) 7 7 7
Sobrevivencia (%) 100 71.42 85.71

Mudas (frecuencia)
No. /dia/tanque 0.40 O.26 0.2

No. /diasanimal 2.09 0.03 0.

o
2




TABLA 6 Relacicdn entre el tiempo de abalcidn y
la maduracién de las hembhras de P. setiferus durante

experimento 3.

Ablacidén Total uUnilateral
A.T.U. A.T.U. A.T-U.
(BRlanca) (Verde) {Azul)
ia. Semana
Estadio 1 100 100 57.14
de Maduracidn II 42.83
{%) I11
Iv
2a. Semana
Estadio I 85.714 8S.71 83.3
de Maduracidn 11 14.28 14.28
L) 111 o 14.66
Iv
Ta. Semana
Estadio 1 83.3
de Maduracidn II S7.14 57.14
(&S] I1X 42.89S
v 42.85 16,66
4a. Semana
Estadio ' I 28.57 40 83.3
de Maduracion 1I 42.85
(%) III 28.57 40
v 20 16.6

Porcaentaje deé maduracion y estadie maxime alcanzado durante las

cuatre semanas de expaerimentacion (agomto y septiembre).



Tabla?7 Dia

metre medio C(mm de los

ovocitos

en la regién

anterior del ovario en hembras con maduracidn inducida en los
diferentes estadios de maduracidén.
ESTADRIO II I1IX Iv

N 200 100 250

X -2740 .3098 -4010

Sx .018 . 028 . 019

Min. «.1410 - 1600 - 2000

Max. -4400 - 4800 =« 8000




TABLA B8 Diametro medio de los ovocitos en la regién anterior
del ovario en hembras enel medio natural e inducida en estadio
Iv.

Maduaracidén natural Maduracisn inducida
N 250 250
x . I9608 . 40096
Sx . 016 .019
Min. 2 .20
Mai. « 80 .80




~

Table 9 "Valores de numero de espermas de P. setiferus antes vy
despuss de la estimulacidén elétcrica. R es el porcentage de
animales regeneradosy, A = cell x iodlespermatoforase/animal, B
= %

PERFIL DE VIAVILIDAD DE LOS ESFERMATOZOIDES

TIEMPO R NorMAL ANORMAL MUERTAS ToTtab
Horas % A B A B A B A
o — 26.8% 99,5  o.02 a.1* 26.82"
+ 9.3 —-— 5. 60
72 20 5.0 37.5 5.3 3.1 4.7 29.4 16.0
+ 1.7 2.7 0.8 2.6
2 S0 5.8 40.0 4.9 28.8 5.3 31.2 17.0
+ 2.6 1.4 0.8 1.9
120 57 9.6 62.7 1.8 11.8 3.9 25.5 15,3
+ 1.6 0.8 0.7 1.4
144 71 7.9 52.3 I.0 19.9 4.2 27.8 15.1
+ 2.8 0.4 0.5 2.3
168 80 7.3 43,9 4.6 26.9 4.8 29.8 16.7
+ 0.9 0.7 0.5 2.6
Regenerados
cell., Media 7.6 4a8.1 3.8 23.4 4.5 28.5 15.9
* 0.8 0.8 0.3 0.4
# Diferencias estadisticas, p < 0.05.



Tabla 10 Diaretro de ovocitos de diferentes especies

ESTADIOS

11 11-111 1t ™ Espacie Auter

{mm) {ma) (mm} ()
ole-0,12 0,47-0,75  6.25-0.23 P. aztecue Ferez Farfante (19£9)
3,15-0,22 0,200,285 9,30 P. aztetus  CGuitart y Quintana (1978)

0,37 P. cuorarom  Cummings (17810
4,21-0,73 P. duorarun Eldred (1958)
¢ 21-0,33 P. duorarum  Dobking (13610
G9-0.3

Paraz Farfante (1959)

%23

Fearson {18798

0.28-0,32

Buitart y Quintana (1978)

0.094  F. notialis Ramos y Torres (195%)

0,15 F. notializ Rascs y Torres (I528) +

5-13 20~30 26-30 P, monodan Tan-fermin y Pudarera {(1989)

cana 6 (1992)

.39 P ¢
5 dana B (1392) #

tiferus 8al
0.27 0,30 0,40 P, setiferus Zal

E
&

+ Herbras de macuracion inducida
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