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1. Introducción 

 

En las últimas décadas se han alcanzado avances en la comprensión de los 

mecanismos mediante los cuales las células y los organismos son capaces de responder 

a los factores ambientales a los que se enfrentan día a día (S.E.P., 2005). Esto ha 

posibilitado la oportunidad de conocer los efectos que estos factores representan en el 

aprovechamiento de especies de interés para el consumo humano.   

 

Para comprender el funcionamiento en que se basan dichos mecanismos es 

necesario ubicarce en un contexto celular, en donde toda la información que se requiere 

para llevar a cabo cualquier función se encuentra codificada en el lenguaje universal de 

las secuencias del ADN (Ácido desoxirribonucleico). Las unidades funcionales del 

ADN son los genes, los cuales son segmentos que pueden codificar una proteína. Los 

genes presentan formas variantes, denominadas alelos, que son los responsables de las 

variaciones en las características hereditarias. Para que la expresión de un gen se lleve a 

cabo, es necesario que se transcriba en una secuencia de ácido ribonucleico mensajero 

(mARN), la cual es una molécula menos estable que sale del núcleo y es traducida 

mediante el código genético en una secuencia de aminoácidos, los cuales formarán una 

proteína.  Las proteínas cumplen muchas funciones distintas a nivel celular. Pueden ser 

proteínas estructurales, contribuyendo a las propiedades físicas; enzimas, que catalizan 

reacciones químicas; anticuerpos, que constituyen nuestro sistema de defensa, e 

inclusive pueden funcionar como reserva de alimento (Griffiths et al., 1999; Reynaud, 

2001; Alberts et al., 2002). 

 

Existe una importante diferencia entre los genes y los rasgos de un individuo: el 

conjunto de genes que portan los seres vivos en cada célula define el genotipo, que es la 

constitución genética que se hereda. Por otro lado, el conjunto de rasgos compone al 

fenotipo, que se define como cualquier característica, ya sea estructural, bioquímica, 

fisiológica o conductual, que sea detectable en un organismo, y se encuentra 

determinado por complejas interacciones entre el genotipo y los factores ambientales, 

por lo que es importante notar que un genotipo dado produce fenotipos diferentes en 

ambientes diferentes (Ayala y Kiger, 1984; Griffiths et al., 1999; Debusk et al., 2005).  
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Del estudio de la influencia del ambiente en la regulación de la expresión de los 

genes, surge la genómica nutricional, la cual investiga la relación entre los nutrientes y 

los genes (Paoloni-Giacobino et al., 2003).  

 

Las aplicaciones que se pueden derivar de estos estudios, han sido desarrolladas 

principalmente para el tratamiento de las enfermedades en humanos, sobre todo a partir 

del desciframiento de su genoma (Gillies, 2003; Paoloni-Giacobino et al., 2003; Debusk 

et al., 2005). Sin embargo, las ventajas de los estudios de dicha relación se han ido 

aplicando a muchas más especies, con principal atención a la determinación del patrón 

de adaptación de los organismos, para utilizarlo posteriormente como una referencia 

aplicable para el cultivo artificial (Fernández et al., 1997; Paoloni-Giacobino et al., 

2003). 

 

 

En este sentido se desarrollan varias líneas de investigación en torno a la 

acuacultura, pretendiendo principalmente determinar la relación de los factores 

ambientales, entre ellos el alimento, en la expresión genética de los organismos 

acuáticos, como es el caso de los trabajos realizados por  Torstensen (2006) y Stubhaug 

(2006), quienes evalúan el efecto del reemplazo del aceite de pescado de la dieta en la 

expresión proteica del salmón, y de Froystad (2006) quien realizó una comparación de 

la expresión génica en el intestino del bacalao alimentado con harina de pescado y 

harina de soya. En este mismo contexto se desarrollan varias de las investigaciones 

alrededor del cultivo del camarón en nuestro país, algunos ejemplos son los trabajos de 

Córdova-Murueta (2004), Sánchez-Paz (2003) y Mulhia-Almazan (2002), quienes 

evaluaron la influencia de factores internos y externos en la expresión de enzimas 

digestivas en el hepatopáncreas de Litopenaeus vannamei. 

 

El cultivo del camarón es una industria de gran importancia en México, ya que 

este animal ocupa el primer lugar de la producción pesquera a nivel nacional y de los $5 

772 millones estimados como el valor de la producción de este recurso para el año 

2005, $3 359 millones fueron obtenidos mediante la acuacultura, es decir que su cultivo 

representa casi dos terceras partes del valor de la producción total (SAGARPA, 2005), 

por lo que el conocimiento que se desprenda de las investigaciones acerca de estos 
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organismos puede ser de gran utilidad para su cultivo y por lo tanto tener una 

repercusión económica para el país. 

El camarón blanco del pacífico, Litopenaeus vannamei, es el más cultivado en 

México y en todo el mundo (Cuzón et al., 2004a; Gaxiola et al., 2006). Debido a sus 

hábitos alimenticios como omnívoro oportunista, representa la especie con la mejor 

oportunidad de desarrollo ante la reducción de niveles proteicos en la dieta, la 

asimilación de carbohidratos y la utilización de proteínas de origen vegetal, lo que lo 

convierte en un excelente modelo para la investigación (Cuzón et al., 2004a; Gaxiola et 

al., 2006).  

 

El gasto que representa la alimentación en el cultivo del camarón tiene un impacto 

substancial, ya que acapara entre 50 y 70% de los costos de producción debido a la 

utilización de un alto contenido de proteína animal de origen marino en las dietas (Davis 

et al., 2000; Suresh, 2006). En aras de disminuir dichos costos, se han realizado 

diversos estudios sobre las estrategias de alimentación y el porcentaje proteico óptimo 

para lograr una mayor producción y crecimiento de los organismos (Martínez-Córdova 

et al., 2002; Tacon et al., 2004; Davis et al., 2006b). Sin embargo, ya que las fuentes 

proteicas para producir el alimento siguen incrementando sus precios, particularmente el 

harina y el aceite de pescado, y la demanda de los productos sigue creciendo, es 

necesario encontrar fuentes de nutrimentos alternos, de menor costo, que cumplan con 

los requerimientos nutricionales esenciales y substituyan al menos parcialmente a los 

utilizados hasta ahora (Suresh, 2006; Davis et al., 2006a). 

 

Por otro lado, es necesaria la implementación de nuevas estrategias de 

alimentación para minimizar los efectos contaminantes de las descargas, ya que el mal 

manejo que las  industrias camaronicultoras hacen de sus desechos, ha dañado 

severamente a los ecosistemas estuarinos y costeros adyacentes a los sistemas de 

producción (Martínez et al., 1996; Rosas et al., 2000; Cuzon et al., 2004b). La 

acumulación de metabolitos nitrogenados residuales y la aportación de fósforo al 

ambiente como producto de las fuentes de proteína convencionales utilizadas en el 

alimento, resultan en una eutrofización del medio de cultivo y por lo tanto de los 

ambientes en donde desembocan los afluentes, lo que provoca la degradación de la 

calidad del agua debido al aumento del fitoplancton y al crecimiento de algas 
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filamentosas, y conlleva a una pérdida de hábitat que repercute en una pérdida de 

biodiversidad (Herrera-Silveira et al., 2005). 

 

Dado este panorama, se explica el interés que existe en desarrollar alimentos que 

no sean tan perjudiciales para el ambiente, tengan un menor costo de producción y a la 

vez logren un óptimo crecimiento de los organismos (Martínez et al., 1996; Kuresh y 

Davis, 2000); dado esto, diversos autores han analizado el reemplazo de las proteínas de 

la dieta  por carbohidratos, como es el caso de  Le Moullac (1994),  Rosas (2000),  

Cuzon (2000) y  Arena (2003). Sin embargo, dichos estudios han demostrado que esta 

respuesta es limitada tanto por la falta de sitios para el almacenamiento como por la 

rápida saturación del procesamiento enzimático (Arena et al., 2003). Esto pudiera ser 

una consecuencia de la adaptación metabólica para el uso de proteínas como una fuente 

primaria de energía, debido principalmente a que son estas el mayor substrato de reserva 

de los camarones y a la capacidad que estos tienen para sintetizar glucosa a partir de los 

aminoácidos, mediante la ruta metabólica de la gluconeogénesis (Nelson et al., 2000; 

Cuzon et al., 2000; Rosas et al., 2000; Cuzon et al., 2004b). 

 

Es por esto que la implementación de dietas con contenido proteico vegetal surge 

como una potencial alternativa con múltiples ventajas respecto a las dietas basadas en 

carbohidratos y proteína animal, ya que los costos de las fuentes de proteína vegetal son 

mucho más bajos, su calidad es constante, y su impacto ambiental menor,  lo que las 

convierten en una fuente nutricional, económica y ambientalmente viable (Martínez et 

al., 1996; Davis et al., 2000, Gaxiola et al., 2006). 

 

El uso de fuentes proteicas de origen vegetal  se ha visto limitado por diversos 

motivos, tales como la presencia de antinutrientes, la carencia de aminoácidos 

esenciales como la lisina y la metionina y la falta de palatabilidad (Martínez  et al., 

1996; Maldonado 2007). Sin embargo, los resultados de diversos estudios,  han 

reportado que al menos en la fase postlarval de L. vannamei, no hay una diferencia 

significativa en cuanto al crecimiento y supervivencia en organismos alimentados con 

dietas en las que se sustituyó hasta en un 90% la proteína de origen animal por 

combinaciones de proteína de origen vegetal de diversas fuentes (Cuzon et al., 2004b; 

Gaxiola et al., 2006; Maldonado, 2007). Por otra parte, para poder implementar este 
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tipo de dietas, es necesario identificar los indicadores genéticos y fisiológicos que 

pongan en evidencia la calidad del producto final. 

 

 

En las investigaciones sobre los efectos del alimento, las enzimas digestivas han 

sido ampliamente estudiadas, ya que son elementos clave que actúan como mediadores 

entre la ingesta de comida y la asimilación de los nutrientes, por lo que juegan un papel 

muy importante en el desarrollo y crecimiento de los organismos (Sainz et al., 2004a;). 

Las enzimas digestivas encargadas de romper los componentes de los alimentos, para 

que los organismos puedan asimilarlos, se dividen en tres grandes grupos: 

carbohidrasas, lipasas y proteasas, correspondientes a los tres principales tipos de 

nutrientes (Randall et al., 2002). Cada enzima se puede presentar de múltiples formas 

que reciben el nombre de isoformas o isoenzimas, por lo general presentan secuencias 

aminoacídicas similares pero no idénticas y catalizan la misma reacción pero 

habitualmente difieren en propiedades reguladoras o cinéticas (Carrillo y González, 

1997). El patrón de aparición de dichas isoformas se puede ver afectado por diversos 

factores tanto externos como internos, por lo que su regulación puede ser utilizada como 

un indicador de múltiples factores, como es el caso de los efectos de los componentes 

de las dietas, así como de la capacidad de los individuos para asimilar dichos 

componentes (Van Wormhoudt et al., 1996; Arena et al., 2003; Sánchez-Paz et al., 

2003).  

 

El presente estudio se centra en el análisis de la tripsina, que es la enzima 

digestiva más abundante en Litopenaeus vannamei y representa por sí sola el 60% de la 

actividad proteásica del hepatopáncreas en los crustáceos peneidos, lo que la convierte 

en una enzima muy importante en cuanto al desarrollo biológico y las adaptaciones 

alimenticias de estos organismos (Cruz-Suarez, 1996; Sanchez-Paz et al., 2003). La 

tripsina es una glucoproteína que está clasificada como una endoproteasa de la familia 

de las serin proteasas, que se caracterizan por poseer un mecanismo catalítico en donde 

se presentan residuos de serina, histidina y  aspartato (Klein et al., 1996; Sainz et al., 

2004a). La tripsina hidroliza el enlace peptídico que se forma entre los aminoácidos con 

carga positiva dentro de una proteína como la arginina y la lisina y de esta manera la 

rompe o digiere (Geiger y Fritz 1988; Stryer et al., 2002; Sainz et al., 2004a; Sainz et 

al., 2005).  
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Debido a su actividad proteolítica, la tripsina es sintetizada como un zimógeno, el 

tripsinógeno, que es un precursor inactivo de la enzima que se activa mediante la 

hidrólisis de un segmento en el extremo amino terminal. La síntesis y el 

almacenamiento de la tripsina en esta forma inactiva, son necesarios para mantener la 

integridad de las células secretoras y funcionan como mecanismo regulador para lograr 

una rápida secreción y activación (Hernández-Cortes et al., 1999; Nelson et al., 2000; 

Sainz et al., 2004b).  

 

Dada su importancia, la regulación de la tripsina en lo camarones peneidos ha sido 

objeto de muchos estudios, como el de Klein (1996) en donde confirmó que esta enzima 

posee un alto grado de polimorfismo y logró caracterizar 5 diferentes secuencias 

codificantes (cDNA) presentes en el hepatopáncreas de L. vannamei, las cuales asoció 

en dos familias basándose en las diferencias entre sus nucleótidos. Posteriormente en 

1998, la misma autora obtuvo mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), la secuencia de un nuevo gen perteneciente a una tercera familia.  

Desde entonces, mediante el análisis de la influencia de diversos factores tanto internos 

como externos, se han logrado observar mediante la técnica de electroforesis 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida, cuatro isoformas de la tripsina (Klein et al., 

1996; Mulhia-Almazán et al., 2002; Sainz et al., 2005). Tres de éstas isoenzimas fueron 

purificadas y caracterizadas por Sainz (2004a), donde determinó que su peso en 

condiciones no reductoras es de 21, 22 y 23 kDa respectivamente y que presentan 

distintas propiedades cinéticas, lo que sugiere que los diferentes fenotipos están 

asociados a una digestión diferencial.  

 

La técnica más utilizada para analizar la heterogeneidad y el peso molecular de las 

proteínas es la electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (Garcìa-

Carreño et al., 1993). El método de electroforesis fue empleado por primera vez por 

Tiselius en 1937. Su fundamento es la migración de solutos iónicos bajo la influencia de 

un campo eléctrico, dependiendo de su carga, peso molecular y estructura 

tridimensional. Raymond y Weintraub en 1959 emplearon como soporte para la 

electroforesis un gel de polilacrilamida (PAGE, por sus siglas en ingles), el cual funge 

como una matriz en donde se puede controlar el tamaño de los poros para lograr la 

separación de las proteínas. El duodecilsulfato de sodio (SDS) se introduce en esta 
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técnica en 1970. Este es un detergente que desnaturaliza las proteínas y rompe las 

interacciones no covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria (García, 

2000). Todos los complejos SDS-proteína de la muestra toman carga negativa, por lo 

que la relación carga/masa es aproximadamente igual, lo que convierte al peso 

molecular en el factor determinante de la separación. Una de las técnicas utilizadas para 

la determinación de las proteasas consiste en la inmersión del gel en un substrato, 

provocando que ocurrra una reacción entre este y la enzima de interés (García-Carreño 

et al., 1993). 

 

 La tinción del gel se lleva a cabo con azul de Coomasie. Esta tinción se basa en la 

atracción electrostática entre las moléculas del colorante y los grupos amino de las 

proteínas, por lo que se revela una banda blanca en donde hubo una reacción de la 

enzima con el substrato, evidenciando así la ubicación de las proteasas en el gel 

(García-Carreño et al., 1993; García, 2000)         

 

Dado que los camarones presentan exoesqueleto, su crecimiento depende de su 

muda. La muda consiste en perder las conexiones entre los tejidos vivos y la cutícula 

extracelular, liberarse de ésta cutícula de manera rápida, absorber agua para expandir el 

nuevo exoesqueleto que se encuentra flexible y posteriormente endurecerlo para poder 

llevar a cabo las funciones de alimentación, locomoción y defensa (Chang, 1995). La 

muda, se lleva a cabo mediante varios estadios divididos de manera general en 

Postmuda (A y B), Intermuda (C), Premuda (D) y Écdisis (E). A lo largo de estos 

estadios, se producen variaciones morfológicas y fisiológicas muy importantes dentro 

de las cuales se encuentran cambios en la expresión enzimática (Cruz-Suarez, 1996; 

Klein et al., 1996). En la Tabla 1 se presenta un resumen de los principales 

acontecimientos que ocurren durante los diferentes estadios del ciclo de muda de 

Litopenaeus vannamei. 

 

Tabla 1. 

Resumen de los principales acontecimientos que ocurren dentro de los estadios de 

muda de Litopenaeus vannamei. 

Estadio Principales Acontecimientos 

“A” o Postmuda temprana Absorción de agua y minerales para el 
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aumento de tamaño y endurecimiento del 

nuevo exoesqueleto. No hay ingesta de 

alimento ya que las estructuras digestivas 

se encuentran muy débiles. La actividad 

metabólica enzimática es baja. 

“B” o Postmuda tardía 

 Continúa la mineralización y ocurre la 

ingesta de alimento. La actividad 

metabólica enzimática presenta su pico 

más bajo. 

“C” o Intermuda 

Exoesqueleto y estructuras digestivas 

mineralizadas. Ingesta de alimento activa y 

actividad metabólica enzimática alta.  

“D” o Premuda 

Reabsorción de Calcio en la Dermis para 

evitar su pérdida durante la ecdisis. Pico 

más alto de alimentación y actividad 

metabólica enzimática. Acumulación de 

reservas. 

“E” o Ecdisis 

Desprendimiento de la cutícula 

extracelular. Su duración es de unos 

segundos. 

Información obtenida de Chang, 1995; Cruz-Suárez, 1996; Klein et al., 1996; Sánchez-Paz et al., 2003 y 

G. Gaxiola, com. pers.  

 

Al llevar a cabo un estudio sobre enzimas digestivas, los análisis que se realicen 

deben delimitarse a individuos que se encuentren en el mismo estadio de muda, para de 

esta forma evaluar los efectos del factor experimental y no los cambios inherentes al 

ciclo de muda. Dadas las características que se presentan durante el estadio “C”, los 

análisis realizados durante éste estadio reflejan las condiciones  metabólicas más 

estables de los organismos.  

 

Tomando en consideración lo antes descrito, el presente trabajo se centra en 

conocer el efecto regulador de las proteínas de la dieta dependiendo de su origen 

(vegetal y animal) en la expresión fenotípica de la tripsina en la fase juvenil del 

camarón Litopenaeus vannamei. Este efecto se analizó relacionando la supervivencia y 
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el crecimiento de organismos en dicha fase en el estadio “C” o de intermuda con el 

patrón de isoformas revelado mediante la electroforesis desnaturalizante en geles de 

poliacrimida (SDS-PAGE). 

 

Tomando en consideración lo antes descrito, el presente trabajo se centra en 

conocer el efecto regulador de las proteínas vegetal y animal administradas en la dieta 

desde la etapa postlarval, en la expresión fenotípica de la tripsina en la fase juvenil del 

camarón Litopenaeus vannamei. Este efecto se analizó relacionando la supervivencia y 

el crecimiento de organismos en dicha fase en el estadio “C” o de intermuda con el 

patrón de isoformas revelado mediante la electroforesis desnaturalizante en geles de 

poliacrimida (SDS-PAGE). 
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2. Objetivos 

 

Objetivo general 

 

· Evaluar la expresión fenotípica de la tripsina en individuos juveniles de 

Litopenaeus vannamei alimentados con proteínas de origen vegetal y animal contenidas 

en la dieta en condiciones de cultivo 

 

 

Objetivos específicos 

 

· Determinar mediante la técnica de electroforesis, las diferencias en el patrón de 

isoformas de la tripsina en el estadio C de individuos juveniles de Litopenaeus 

vannamei alimentados con proteína de origen animal y proteína de origen vegetal 

durante las fases postlarval y juvenil.  

 

· Evaluar los parámetros zootécnicos de los individuos juveniles alimentados con 

ambas dietas. 

 

· Evaluar la actividad enzimática de la tripsina según el origen de proteína con el 

que fueron alimentados. 
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3. Hipótesis 

 

Hipótesis nula: 

 

Si se alimenta a L. vannamei con dietas que contengan diferentes fuentes proteicas 

(vegetal y animal) la expresión fenotípica de la tripsina no variará. 

 

 

    Hipótesis  alternativa: 

 

Si se alimenta a L. vannamei con dietas que contengan diferentes fuentes proteicas 

(vegetal y animal), se observaran cambios en la expresión fenotípica de la  tripsina. 
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4. Metodología 

 

El presente trabajo se realizó en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e 

Investigación (UMDI), Facultad de Ciencias, UNAM, en Sisal,  Yucatán (figura 1), en 

el periodo comprendido entre agosto de 2006 y octubre de 2007.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 1. Ubicación de UMDI (Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigación), Puerto Sisal, 

Yucatán, México. 

 

4.1 Material biológico 

 

Los organismos utilizados fueron identificados como Litopenaeus vannamei 

comúnmente llamado “camarón blanco del Pacífico”, el cual se ejemplifica en la figura 

2.  

 

                        

 
Fig 2. Camarón blanco del Pacífico, Litopenaeus vannamei 
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Su clasificación es la siguiente: 

Phylum: Artropoda. 

Superclase: Crustacea. Pennant, 1777. 

Clase: Malacostra. Latreille, 1806. 

Orden: Decápoda. Latreille, 1803.   

Suborden: Dendrobranchiata. Bate, 1888 

Superfamilia: Penaeoidea. Rafinesque-Schmaltz, 1815 

Familia: Penaeide. 

Género: Litopenaeus. Pérez Farfante, 1967 

Especie: vannamei Boone. 1931 

 

Litopenaeus vannamei se distribuye en el este del océano Pacífico, desde Sonora 

México hasta Tumbes, al norte de Perú. Tiene preferencia por los fondos lodosos y se 

distribuye desde la línea de costa hasta profundidades de 72 metros (Dore y Frimodt, 

1987; Perez-Farfante y Kensley, 1997). El ciclo de vida de estos organismos se 

distingue por la presencia de una fase larval compleja, acompañada por etapas de vida 

planctónica y bentónica, que incluye una penetración en aguas salobres a esteros y 

lagunas litorales y una migración a aguas oceánicas (FAO, 1974).  

 

4.1.1 Origen de los organismos 

Los organismos provinieron de La Paz, Baja California, de la empresa 

“Acuicultores del Pacífico”. Fueron transportados a Tabasco, a la granja camaronera 

“Hermanos Peña Benítez”, en donde se llevo a cabo la cría larval mediante el método de 

Galveston (Smith, et al., 1993). 

  

El transporte de los organismos, se llevó a cabo en bolsas de plástico con 

oxigenación saturada y rodeadas de hielo para disminuir su metabolismo y evitar el 

estrés. 10 000 individuos arribaron a la UMDI en estadio de postlarva 15 (pL 15, es 

decir que los individuos llevaban 15 días en éste estadio) y fueron mantenidas en una 

tina de 400 litros. En esta etapa, su alimentación constó de Artemia salina (3 

nauplios/ml), microalgas Tetraselmis chuii (20 000 cel/ml) y “pellet” (40% de proteína  

animal, tamizado a menos de 350µm). Se mantuvieron en estas condiciones hasta llegar 

a postlarva 25 (pL 25). 
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4.2 Diseño y dispositivo experimental y composición de dietas. 

 

El experimento constó de dos fases. La primera, fue realizada en los meses de 

febrero y marzo, con una duración de 36 días en los que se administraron dos dietas,  

una con origen proteico vegetal y la otra con origen proteico animal. La segunda fase se 

llevó a cabo en el periodo de marzo a mayo, y tuvo una duración de 54 días, en donde se 

invirtieron las dietas de la mitad de los animales de cada tratamiento como se explica en 

la figura 3. La secuencia en la cual se asignaron las dietas a las taras en ambas fases fue 

obtenida azarosamente. 

 

 

 
Fig. 3. Esquema de diseño experimental. Se indican las rutas mediante las cuales se obtuvieron los 

cuatro tratamientos, “AA”, “AV”, “VA” y “VV” 

 

 

Las dietas, fueron diseñadas y producidas en el Laboratorio de Nutrición de la 

UMDI de la siguiente manera: se homogenizan los ingredientes secos de cada dieta 

(Tabla 2), durante 20 min. en una mezcladora, posteriormente se agrega a la mezcla 

aceite de hígado de bacalao y aglutinante (Carboximetil celulosa) previamente 

hidratado. Se vierte un poco de agua hasta que la mezcla obtenga una consistencia 
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pastosa y se procesa en un molino de carne, del cual se obtienen tiras tipo spaghetti que 

se someten a un proceso de secado en la estufa durante 10 horas a 60º C. De esta 

manera se obtienen los “pellets”, que se almacenan a 4ºC. El tamaño de la partícula con 

que se alimenta se obtiene  moliendo y tamizando el alimento seco y depende del 

tamaño de las larvas.  

 

 

Tabla 2.  

Composición de las dietas suministradas a los organismos durante el experimento. 

Ingredientes Animal   (Calamar) 

    ( g / 100 g) 

Vegetal (coctel) 

    ( g / 100 g) 

NSM h. de pescado LT             16             9  

Pasta de soya             15  

Harina de trigo             14         10,5  

Calamar seco             30  

Conc.  proteico de soya            30 

    Conc. proteico de papa             5  

  Gluten de trigo             9  

     Espirulina             9  

Aceite de bacalao             3.5            5  

Lecitina de soya              2             2  

     Colesterol             0.5           0.5  

       Almidón            14.5          16.5  

     Vitamina C          0.0286           0.45  

      Vitaminas              2              1  

     Aglutinante              1              1  

Zeolita (Marcador para 

digestibilidad)            1.5            1.5  

       Total            100 %          100 % 

Se indican con azul los ingredientes que solamente forman parte de la dieta animal y con verde los 

ingredientes que solamente forman parte de la dieta vegetal 
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Tabla 3.  

Valor nutricional de dietas experimentales suministradas a los camarones “L. vannamei” 

                                                      Dieta Animal “A”                      Dieta Vegetal “V”    

           Lípidos                                      9.42%                                         9.92% 

       Carbohidratos                              25.25%                                       24.64%   

           Proteína                                    46.81%                                       43.56%    

   Energía digerible kJ/g                         17                                                15   

 

 

Fase experimental 1 

 

Se emplearon 30 taras plásticas con capacidad de 30 litros y un sistema de 

aireación constante, en cada una de las cuales se sembraron 30 individuos, como se 

ilustra en la fotografía izquierda de la figura 4. Se realizó un recambio de agua diario de 

un 50%.  

 

Fase experimental 2 

 

Se utilizaron 22 taras plásticas con capacidad de 50 litros y un sistema de 

aireación constante, donde se sembraron 10 individuos en cada una, como se ilustra en 

la fotografía derecha de la figura 4. Se contó con un sistema de flujo cerrado, en donde 

el agua permanecía en circulación y filtración.  

 

        
Figura 4.  Izq. Fotografía del dispositivo experimental utilizado en la Fase 1. Der. Fotografía del 

dispositivo experimental  utilizado en la Fase experimental 2. 
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Durante las dos fases del experimento, los camarones se alimentaron 3 veces al 

día, a las 08:00, 14:00 y 20:00 hrs. La cantidad de alimento a suministrar fue ajustado 

de acuerdo al remanente que se observaba en las taras, asegurando que siempre se 

administrara ad libitum. Los residuos de alimento y heces fecales se removieron todos 

los días a las 11:00 hrs. mediante sifoneo con mangueras de aireación. 

 

El agua que se utilizó durante el experimento se sometió a diversos procesos para 

asegurar su buena calidad, estos fueron: 1) filtración con un filtro de arena de lecho 

profundo, 2) paso por lámparas de luz ultravioleta, 3) paso por Ozonificador para 

controlar la presencia de bacterias y 4) desproteinización mediante un espumador. 

Diariamente se monitorearon los parámetros de salinidad, concentración de oxígeno y 

temperatura.  

 

4.3 Obtención de las muestras 

 

Al final de la segunda fase se realizó un muestreo en donde se registró el 

crecimiento y  la supervivencia y se obtuvieron las muestras, para lo cual los 

organismos fueron pesados y disecados. El estadio de muda se determinó a partir de un 

urópodo (Aquacop, 1975). Los tejidos fueron inmediatamente congelados de manera 

individual en nitrógeno líquido (-196 °C). 

 

4.3.1. Preparación de las muestras 

Se homogenizaron los hepatopáncreas de los individuos en estadio de muda C que 

se obtuvieron en el muestreo, en 500 µl de agua ultrapura. Posteriormente se 

centrifugaron las muestras a 14 000 rpm. durante 20 min. a 4 °C y se recuperó el 

sobrenadante. A partir de esta solución se consiguieron diluciones 1:10 y 1:100.  

 

4.4 Actividad enzimática de la tripsina 

 

Este análisis se llevó a cabo en las muestras de los individuos en estadio de muda 

“C” o intermuda obtenidas en la segunda fase del experimento, mediante el método de 

Geiger (1988), el cual se lleva a cabo de la siguiente manera: 

 

Neevia docConverter 5.1



Se calibra el espectrofotómetro realizando una lectura a 450 nm. de una cubeta de 

1 ml. con una solución homogénea de buffer Tris 0.1 M pH8 y substrato BAPNA 

(Benzoil-arginine-paranitroAnilide). A continuación se agrega a la solución 10µl de 

dilución 1:10 de extracto de hepatopáncreas, y se homogeniza, se coloca la cubeta en el 

espectrofotómetro y se calibra a cero.  

 

Posteriormente se registran los valores de absorbancia del primer y segundo 

minutos, ya que dividiendo su diferencia entre el coeficiente de extinción (ε405= 1.02 L 

mol-1 cm-1 ), y dividiendo el resultado entre el volumen de la alícuota de la muestra 

expresada en ml., se obtiene la unidad de actividad proteolítica de la enzima.  

 

U/ml.= (Dif abs. / ε405)/ml. de alícuota 

 

 Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima que se 

requiere para liberar 1 mM de substrato en un minuto. 

 

  4.5 Electroforesis 

 

Para determinar la presencia y la variación de las isoformas de la tripsina, se 

realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%, en un medio 

desnaturalizante de SDS (Sodium-dodecyl sulfate) (Anexo 1).  

 

4.5.1. Preparación de las muestras para la corrida de electroforesis 

Antes de descongelar las muestras y con el fin de que permanezcan a temperatura 

ambiente lo menos posible, se colocan en una placa de frío cubierta con papel 

parafilm®, 15 alícuotas de 5µl de solución de azul Bromofenol (Anexo 1). 

Posteriormente se descongelan las muestras y se mezclan 10 µl de cada una con una  de 

las alícuotas de la solución de azul de Bromofenol.  

 

4.5.2 Preparación del marcador 

Para clasificar las enzimas que se desprendieron de la electroforesis se utiliza un 

marcador de bajo peso molecular (Sigma Marker®, M3913-10VL). De la misma forma 

que las muestras, se mezclan 5µl de marcador con 5µl de solución de azul de 

Bromofenol.  
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4.5.3. Corrida de las muestras 

La corrida electroforética se lleva a cabo a 4°C y 100 V durante 90 min., 

supervisando que el frente de corrida quede a 2 cm. del final de la placa.  

 

4.5.4. Revelado del gel 

Al terminar el tiempo de corrida, los geles se lavan con agua destilada en tres 

sesiones de 5 min., para que no queden residuos de SDS y las enzimas puedan recuperar 

su forma nativa y reaccionar con el substrato, en este caso Caseína al 1% en Buffer 

fosfato a pH 8. Se llevan a cabo dos incubaciones, la primera con una duración de 30 

min. a 4 ºC para que el substrato (Caseina 1%) se difunda bien por todo el gel y la 

segunda con una duración de 90 min. a 37 ºC, en donde ocurre la reacción enzimática 

(García-Carreño et al., 1993). Al terminar la incubación se repite el tratamiento de 

lavado en 3 sesiones de 5 min. y se tiñe con una solución de azul de Coomasie (Anexo 

1). La tinción se lleva a cabo introduciendo los geles por lapsos de 10 segundos al horno 

de microondas hasta que presenten el mismo tono que la solución. Posteriormente se 

dejan reposar durante 10  a 15 min. a temperatura ambiente en constante agitación. La 

destinción se realiza con una solución de decoloración rápida (Anexo 1), en donde se 

sumergen los geles y se mantienen durante aproximadamente dos horas a temperatura 

ambiente y en constante agitación. Al término se sumergen en agua ultrapura, donde 

permanecen toda la noche. 

 
4.6. Análisis Estadístico de los resultados 

 

En el análisis de los datos de supervivencia, crecimiento y actividad enzimática, se 

aplicó un modelo bifactorial, con la dieta inicial (Fase 1) como factor 1 y la dieta final 

(Fase 2) como factor 2. 

 

Se aplicó la transformación angular a los datos porcentuales de supervivencia 

previo a su análisis. Se corroboró la homogeneidad de las varianzas con la prueba de 

Cochran (en el caso de datos balanceados), y con la de Bartlet, para los datos no 

balanceados, para los cuales también se corroboro la distribución normal (Underwood, 

1997). 

 

 

Neevia docConverter 5.1



5. Resultados 

 

5.1 Supervivencia 

 

Al comparar estadísticamente las medias de los tratamientos, no se encontró 

interacción entre el efecto de la dieta inicial y la final (p=0.32, F=1.01). Por otro lado se 

concluyó que no existe diferencia significativa entre ninguno de los cuatro tratamientos 

debido al efecto de la dieta inicial (p=0.36, F=0.85) ni debido al efecto de la dieta final 

(p= 0.84, F= 0.04). 

 

El porcentaje de supervivencia más alto fue el del tratamiento VA (organismos 

alimentados con dieta Vegetal durante la primera fase y con dieta Animal durante la 

segunda), con 90%, seguido por el tratamiento VV (organismos alimentados con dieta 

Vegetal durante las dos fases), el cual logró 88.33% de supervivencia. El tratamiento 

AA (organismos alimentados con dieta Animal durante las dos fases) terminó la 

segunda fase con el  88% de los individuos, y la supervivencia más baja fue la del 

tratamiento AV (organismos alimentados con dieta Animal durante la primera fase y 

con dieta Vegetal durante la segunda) con 85%. Estos porcentajes se encuentran 

representados en la figura  5. 
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Figura 5.Gráfica de la relación de la dieta inicial y final con el porcentaje de supervivencia de los 

cuatro tratamientos aplicados a los camarones L. vannamei. 
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5.2 Crecimiento 

 

El tratamiento que presentó el peso promedio mayor, con 9.39gr fue VA, mientras 

que los organismos del tratamiento AA presentaron una media de 8.61gr. Por otro lado, 

los individuos del tratamiento AV, presentaron una media de 7.92 gr., mientras que 

aquellos del tratamiento VV fueron los que obtuvieron la media menor, siendo esta de 

6.60 gr. Estos datos se encuentran representados en la figura 6. 
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Figura 6. Gráfica de la ganancia en gramos (crecimiento) en camarones L. vannamei, alimentados 

con diferentes fuentes proteicas.   Relación de la dieta final e inicial con el peso promedio en gramos de 

los individuos de los cuatro tratamientos 

 

Mediante el análisis bifactorial de los datos, se determinó que el efecto de la dieta 

inicial y la dieta final son dependientes (p= 0.01, F= 6.07). Se encontró que no se 

presentó una diferencia significativa entre los organismos debido al efecto de la dieta 

inicial (p= 0.57, F=0.31), más ésta si se presenta con el efecto de la dieta final (p<0.05, 

F=17.31). 

 

 Por otro lado, se determinó que existe una diferencia significativa entre los 

organismos cuya dieta inicial fue Vegetal (VV y VA) (p< 0.05), siendo los alimentados 

con dieta animal durante la fase 2 (VA) los que obtuvieron un mayor crecimiento, como 

se muestra en la figura 6.  
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5.3 Actividad enzimática de la tripsina 

 

En la figura 7 se encuentran representados los resultados de la actividad 

enzimática de la tripsina obtenida para los 4 tratamientos. El tratamiento AA presentó la 

mayor actividad enzimática con una media de 0.94 mU/mg, mientras que el tratamiento 

VV presentó la menor actividad con una media de 0.3 mU/mg. El tratamiento AV 

presentó una media de 0.5 mU/mg, mientras que el tratamiento VA presentó una media 

de 0.6 mU/mg 
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Fig. 7. Relación de las dietas inicial y final con la actividad enzimática de la tripsina de los individuos L. 

vannamei a los que se aplicaron  los cuatro tratamientos 

 

Después de la comparación estadística de las medias de los tratamientos, se 

determinó que los efectos de la dieta inicial y final no presentaron una interacción 

(p=0.79, F=0.072) y que existió una diferencia significativa entre los tratamientos AA y 

VV (p=0.029) 

 

5.4 Isoformas de tripsina 
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El zimograma observado consta de  4 bandas en el intervalo de 14 a 20 kDa, como 

se ilustra en la figura 8. El patrón de estas bandas coincide con el referido en la 

literatura como el de la tripsina.  

                                                                                                      

 
Fig.8. Der. Esquema de la posición de las bandas encontradas en el gel. Izq. Fotografía del gel de 

electroforesis con muestras de hepatopáncreas de L. vannamei en condiciones nativas. Las isoformas de la 

tripsina se encuentran indicadas, así como los marcadores de peso molecular. 

 

Los fenotipos que se obtuvieron mediante el análisis de los geles se muestran en la 
tabla siguiente: 

 
 
 
Tabla 4. 
Fenotipos obtenidos mediante electroroforesis de los organismos muestreados de 

los cuatro tratamientos 

Bandas Tratamientos 
  AA AV VA VV 

20 kDa X X X X 
19 kDa X X X X 
18 kDa X X   X 

14.5 kDa   X X X 
 
 
 
 
 

 

Marcador de peso 
molecular

24

20

14

64ª
isoforma

Isoformas

C
B
A
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6. Discusión 

 

6.1 Zootecnia 

 

Los resultados nos indican que los organismos alimentados con proteína vegetal 

son capaces de obtener el mismo porcentaje de supervivencia que los individuos 

alimentados con proteína animal, no sólo en el estadio de postlarvas como se había 

concluido en trabajos anteriores como el de Brito (2004), Cuzon (2004b), Jiménez 

(2004), Gaxiola (2006) y Maldonado (2007), sino también al ser alimentados con esta 

fuente proteica en el estadio de juveniles. Los resultados en cuanto al crecimiento 

coinciden con lo propuesto por los mismos autores quienes plantean que debido a la 

naturaleza omnívora de Litopenaeus vannamei, las postlarvas alimentadas con dieta 

Vegetal son capaces de alcanzar las mismas tallas que cuando son alimentados con dieta 

Animal. En el presente trabajo se observó que las postlarvas alimentadas con dieta 

Vegetal, al seguir ingiriendo dicha dieta en la etapa de juveniles (VV), presentan un 

crecimiento muy bajo, en comparación con los individuos con la misma dieta inicial que 

al pasar al estadio juvenil se alimentan con proteína animal (VA), los cuales presentaron 

el mayor crecimiento de los cuatro tratamientos (figura 6).  

 

 

6.2 Actividad enzimática  

 

La actividad enzimática es un parámetro que indica la degradación química del 

alimento. Ésta varía con los ritmos cronobiológicos, durante el desarrollo ontogénico, 

durante la muda, debido al tipo de alimento y a los factores ambientales (Cruz, 1996; 

Gaxiola, 2006), por lo que la influencia de uno de estos factores de manera aislada se 

debe analizar con reserva.   Sin embargo, este parámetro ha sido utilizado como un 

índice del estado nutricional de los camarones en condiciones de cultivo para estimar 

una formulación adecuada en las dietas ya que es una referencia directa sobre la 

respuesta de las enzimas (Lemos y Rodríguez, 1998). 

 

Maldonado (2007), no encontró diferencias significativas entre postlarvas de 

Litopenaeus vannamei alimentadas con dietas con proteína animal y proteína vegetal. 

Por otro lado, Lemos y Rodríguez (1998) y Gaxiola et al. (2006) encontraron que la 
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actividad enzimática de Penaeus japonicus y Litopenaeus vannamei sometidos a 

diferentes tratamientos, solamente presentan diferencias al pasar al estadio de juveniles, 

cuando el hepatopáncreas esta formado en su totalidad. Con base en estos estudios, se 

puede deducir que los cambios en la actividad enzimática que se observan entre los 

tratamientos ocurren en el estadio de juveniles.  

 

Dado que los resultados entre los tratamientos varían dependiendo de la dieta con 

la que los individuos son alimentados en el estadio de postlarvas proponemos que el 

efecto de las dietas a pesar de no expresarse durante la primera fase, es acumulativo, lo 

que concuerda con las diferencias entre los tratamientos, donde los organismos que se 

alimentaron con dieta vegetal durante las dos fases (VV) presentaron la menor 

actividad, los que se alimentaron con proteína animal durante las dos fases (AA) la 

mayor y los que se sometieron a un cambio de dieta (AV y VA) presentaron valores 

intermedios, como se representa en la figura 7. 

 

En los trabajos de Brito (2004) y Gaxiola (2006) se analizaron los efectos del 

origen de la proteína contenida en la dieta en Litopenaeus vannamei, de igual manera 

que en esta investigación, se encontró una mayor actividad enzimática de la tripsina en 

los individuos alimentados con proteína animal que en los individuos alimentados con 

proteína vegetal. Sin embargo, en dichos estudios, los valores de las demás proteasas 

como la quimotripsina, carboxipeptidasa y aminopeptidasa se expresaron de manera 

irregular por lo que plantean que es posible que haya existido una compensación por 

parte de las otras proteasas en la degradación de las proteínas, y que la baja actividad de 

la tripsina tal vez se deba a la presencia de un inhibidor en los concentrados proteicos 

vegetales. 

 

Si comparamos los resultados de actividad enzimática y crecimiento de los 

tratamientos con dieta inicial animal (AA y AV) con los resultados de los tratamientos 

con dieta inicial vegetal (VA y VV), encontramos que los efectos de las dietas finales, 

exhiben el mismo patrón, donde la dieta vegetal esta asociada a un menor crecimiento y 

actividad enzimática y la dieta animal a un mayor crecimiento y actividad enzimática.  

Los resultados obtenidos en los tratamientos en los que hubo un cambio de dieta (VA y 

AV) indican cómo el efecto de la dieta inicial se contrarresta con el efecto de la dieta 

final, ya sea en aumento  o decaimiento.  
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Estos resultados sugieren que los individuos que ingerían dieta con proteína de 

origen vegetal cuando eran postlarvas presentaban un esfuerzo digestivo, es decir que 

estaban desempeñando mas trabajo para poder obtener nutrientes a partir de su alimento 

que aquel que desempeñaban los individuos alimentados con proteína animal. Al pasar 

al estadio de juveniles a dieta con proteína animal,  el mismo esfuerzo digestivo 

aplicado a ésta proteína produjo un mejor aprovechamiento de los componentes de la 

dieta, lo que explica que el crecimiento que presentan los individuos del tratamiento 

“VA” sea el mayor. Por el contrario, los organismos que siguen siendo alimentados con 

dieta Vegetal durante la segunda fase (tratamiento “VV”) permanecen realizando este 

esfuerzo digestivo, sin obtener los nutrientes necesarios para un optimo desarrollo, por 

lo que presentan valores más bajos tanto de crecimiento como de actividad enzimática. 

Estos valores se encuentran representados en la figura 6. Llama la atención la 

posibilidad de instaurar una técnica de alimentación basada en la manipulación del 

esfuerzo digestivo que se puede obtener mediante la alternación del origen proteico de 

las dietas para alcanzar valores más elevados de crecimiento. 

 

A pesar de que en crustáceos no se ha estudiado una técnica en donde se manipule 

el esfuerzo digestivo, esta si se ha llevado a cabo en animales de granja. Existe una 

técnica, utilizada sobre todo en ovejas, llamada “Flushing” (nivelación), que consiste en 

administrar raciones más grandes y mejoradas de alimento a las hembras unas semanas 

o días antes de que ocurra el apareamiento, con el fin de mejorar su desempeño 

reproductivo. La técnica se basa en que dado que el metabolismo de los organismos está 

acostumbrado a un menor aporte de nutrientes,  al recibir éste estimulo, las hembras 

presentan un mejor desempeño reproductivo, logrando tener más descendencia en 

mejores condiciones (Venter y Greyling, 1994). Al término de la temporada de 

reproducción, la ración y los complementos alimenticios son disminuidos para de esta 

forma reducir el peso de los individuos, por ende los costos de alimentación, y poder 

aplicar la misma técnica en la temporada de reproducción siguiente (Bianchi et al., 

2001). Aunque existen grandes diferencias en el manejo de estos rumiantes con el de la 

camaronicultura, esta técnica puede servir como un antecedente sobre la utilización del 

esfuerzo digestivo para lograr crecimientos o desarrollos acelerados en etapas críticas 

del organismo. Es importante remarcar que diversos estudios sobre esta técnica, han 

demostrado que si las ovejas no se encuentran en un buen estado alimenticio durante 
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todo el año, no se obtienen buenos resultados, por lo que se debe contar con un control 

muy riguroso en la adecuación de las raciones cuando no es temporada de reproducción 

(Molle et al., 1997; Bianchi et al., 2001 y Sormunen-Cristian y Jauhiainen, 2002). 

 

En organismos marinos, lo mas parecido a una técnica de manipulación del 

esfuerzo digestivo mediante el contenido dietético, han sido los trabajos realizados por 

P.C. Morris (2003), quien investigó el efecto de alterar la proporción de proteína y 

lípidos en la dieta, en diferentes etapas de la fase de crecimiento del salmón Salmo 

salar. Su trabajo se centra en diseñar un programa de alimentación en el que la 

proporción proteína/energía vaya descendiendo, asegurando que los cambios en la dieta 

ocurran en el momento adecuado, es decir, sin afectar, o en el mejor caso favoreciendo 

el crecimiento de los organismos. Morris se baso en los estudios realizados por Einen et 

al. en 1999, quienes concluyeron que los efectos de los cambios en la proporción 

proteína/energía en los salmones son mas marcados en individuos de cierto peso. Estas 

conclusiones concuerdan con lo observado mediante la técnica de “Flushing” en las 

ovejas, en donde los resultados que se obtienen del tratamiento, también dependen de la 

condición alimenticia en la que se encuentren los organismos. 

 

En el cultivo del camarón, existen dos momentos críticos en los que sería muy 

aprovechable un mayor crecimiento o un desarrollo acelerado de los organismos: cerca 

del momento de cosecharlos, en el caso de Litopenaeus vannamei, alrededor de los 8 o 9 

meses, dependiendo de la demanda del mercado,  y cuando se busca su reproducción, 

sin embargo, dado que el objetivo principal de este estudio no era el de lograr una 

estrategia de alimentación, quedan al aire muchas preguntas relacionadas con el 

establecimiento de la técnica, como si los organismos serán capaces de alcanzar la etapa 

reproductiva y tener descendencia, cuál es el impacto a largo plazo del esfuerzo 

digestivo en el crecimiento de lo organismos, o cuáles son los intervalos de tiempo en 

los que se puede aplicar esta técnica sin que se presente un efecto perjudicial mayor. 

Estas preguntas y la búsqueda de sus repuestas, proponen una línea de investigación en 

torno a la implementación de una técnica de alimentación para el camaronicultivo, 

basada en los resultados de este estudio, es decir, en la manipulación del esfuerzo 

digestivo que se logra mediante la alternación del origen proteico de las dietas. 
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6.3 Características de las proteínas vegetales 

 

Debido a las ventajas del uso de las fuentes proteicas vegetales antes presentadas, 

éstas han sido objeto de estudio de muchas investigaciones.  

 

Las principales diferencias de las proteínas animales y las vegetales se refieren a 

que las primeras están asociadas a una aportación completa de aminoácidos y a una 

mayor aceptación de las dietas dado que son mas atractivas y palatables, mientras que 

las segundas parecen no aportar todos los aminoácidos esenciales del camarón y 

presentan factores antinutricionales (Cruz-Suárez et al., 2000; Martínez et al., 1996). 

 

Dichos factores antinutricionales pueden ser disminuidos mediante varias técnicas. 

Rehman y Shah (2005) realizaron un estudio, en donde compararon los efectos de 

diferentes métodos de cocción sobre los factores antinutricionales y la digestibilidad 

proteica en varias especies de legumbres. En dicho estudio se encontró que sometiendo 

a las diferentes legumbres a procesos de cocción, los antinutrientes se ven disminuidos 

y la digestibilidad proteica aumenta de manera considerable.  

 

Para la elaboración de las dietas utilizadas en nuestro experimento, el alimento fue 

sometido a un proceso de cocción a 60° C durante 10 h., considerando que con este 

tratamiento se reduciría el nivel de antinutrientes. Por otro lado, las dietas se llevaron a 

cabo con concentrados proteicos de las fuentes vegetales, ya que mediante el 

procesamiento de concentración proteica no solo se asegura una mayor disponibilidad 

de proteína, sino que también contribuye en la reducción de los compuestos 

antinutricionales que la cocción no es capaz de remover (Drew et al., 2007).  

 

Habiendo utilizado estas técnicas para la disminución de los antinutrientes inherentes a 

la proteína vegetal y para el aumento de su digestibilidad, consideramos que se 

favoreció el aporte proteico de la dieta vegetal, mediante mecanismos que no tienen un 

gran costo, por lo que su utilización en grandes condiciones es aplicable.   
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6.4 Evaluación fenotípica de la tripsina 

 

El peso molecular reportado para las isoformas de la tripsina obtenidas mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida presenta ligeras variaciones. Sainz et al. 

(2004a), reporta pesos de 23, 22 y 21 kDa; Muhlia-Almazan y García-Carreño (2002) 

reportan pesos de 22.0, 20.7, 19.4 y 17.7 kDa y  Cordova Murueta et al. (2004) reportan 

pesos de 23, 21 y 19 kDa, por citar algunos. En el presente estudio, obtuvimos bandas 

con pesos de  20, 19, 18 y 14.5 kDa y dado que su patrón de aparición coincide con el 

presentado por los estudios mencionados, presumimos que éstas bandas corresponden a 

isoformas de tripsina.  

 

En 1996, Klein et al. mediante el análisis bioquímico y molecular del 

hepatopáncreas, determinó que la tripsina en Litopenaeus vannamei presenta un alto 

grado de polimorfismo. En su estudio, encontró 5 secuencias de ADN clonado (cADN) 

correspondientes a 5 isoformas de tripsina a las que denominó variantes 40, 21, 39, 30 y 

42 y las caracterizó en 2 genes (try Pv I y try Pv II). Al realizar electroforesis de 

proteínas de las muestras de hepatopáncreas, encontró a 3 de las 5 isoformas.  

 

Sainz et al. (2004a) purificó y caracterizó mediante parámetros bioquímicos, 

moleculares y cinéticos, tres isoformas de tripsina, las cuales coinciden con las variantes 

30, 21 y 39 ó 40 propuestas por Klein et al. (1996). Estas isoformas fueron nombradas 

A (21 kDa), B (22 kDa) y C (23 kDa) según el aumento de su peso molecular.  La banda 

de menor tamaño encontrada en el presente trabajo, se encuentra reportada solamente en 

el trabajo de  Muhlia-Almazan y García-Carreño (2002).  

 

En 1998, Klein et al.  mediante el análisis de ADN obtenido de células 

espermáticas de Litopenaeus vannamei, obtuvo las secuencias de tres genes de tripsina, 

dos de las cuales corresponden a las secuencias de cADN encontradas previamente por 

la misma autora (1996) en muestras de hepatopáncreas. Dentro de las explicaciones para 

el hecho de que la tercera secuencia no hubiera sido ubicada anteriormente, plantea las 

posibilidades de que dicha secuencia se exprese en un estadio de vida distinto al 

estudiado, o  que la presencia de éste mensajero sea una respuesta a factores externos 

como la naturaleza de la proteína contenida en el alimento.  
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Sumando la propuesta de regulación debida a las características del alimento de 

Klein et al., (1998), con el hecho de que Sainz et al., (2004a) no encontrara una 

isoforma que se acoplara a la variante 42, y aunado a que en el trabajo de Muhlia-

Almazan y García-Carreño (2002) se reportara la presencia de 4 bandas parálogas de 

tripsina, presumimos que la cuarta banda corresponde a una isoforma de tripsina, la cual 

denominamos A’, para evitar una confusión con el orden propuesto por Sainz (2004a).  

 

Debido a la importancia de la tripsina en el proceso de digestión, la regulación de 

su expresión ha sido estudiada en varias especies. Noriega et al. (1997) reportó que las 

hembras del mosquito de Aedes aegyptii  regulan la síntesis de dos isoformas de mARN 

mediante la hormona juvenil. Rungruangsak-Torrissen ha realizado diversos estudios 

sobre la influencia de diferentes factores ambientales en la regulación de las isoformas 

de la tripsina del salmón del Atlántico, Salmo salar. En 1998, encontró que la 

temperatura en la cual ocurren la incubación y el comienzo de  alimentación afecta la 

expresión de las isoformas de la tripsina, por lo que dicho patrón es un factor primario 

para la conversión alimenticia y el crecimiento. Contando con estos antecedentes, 

diversos investigadores enfocados a la acuacultura se han dado a la tarea de evaluar las 

diferencias en la expresión de las isoformas de la tripsina como una consecuencia del 

tipo de dieta con la que se alimenta a los camarones.  

 

Uno de los primeros estudios realizados en camarones en torno a las isoformas de 

la tripsina fue el de Le Moullac, et al. en 1994. En este experimento se analizó el efecto 

de diferentes porcentajes de Caseina en la dieta (25 y 48%) en organismos de la especie   

Litopenaeus vannamei alimentados una vez al día durante 20 días. No se encontraron 

diferencias en la expresión de la tripsina asociadas a la dieta, mas es importante 

considerar que no todas las variables obtienen como resultado la misma respuesta y una 

explicación a que no se sintetice una isoforma distinta puede basarse en que las 

condiciones a las que fueron sometidas los individuos durante el experimento no fueron 

las adecuadas. 

 

Posteriormente en 2002, Muhlia-Almazan y García-Carreño analizaron el efecto 

de la muda y el ayuno. El trabajo constó de dos experimentos. En uno de ellos, se 

evaluaron los efectos del estadio de muda y del ayuno hasta por 5 días y en el otro se 

evaluaron los efectos del ayuno a corto plazo, partiendo desde  a 0.5 a 48 horas. A pesar 
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de que no se encontró una correlación entre el número de bandas, el estadio de muda y 

el tiempo de ayuno en ninguno de los dos experimentos, llama la atención que la 

isoforma de menor tamaño, presumiblemente A’ solamente apareció en los fenotipos de 

los individuos sometidos al experimento de ayuno a largo plazo. Los autores del artículo 

plantean que el cambio en el número de bandas sugiere que la presencia de las 

isoformas de tripsina de los camarones depende de las necesidades del organismo para 

llevar a cabo la hidrólisis de proteínas.  

 

Dado que las isoformas de la tripsina están asociadas con una digestión diferencial 

(Sainz et al, 2004a), y que la isoforma A’ solo se presentó en los organismos que alguna 

vez ingirieron dieta Vegetal, nuestros resultados sugieren de la misma forma que los 

obtenidos por Muhlia-Almazan y García-Carreño, que el cambio en el número de 

bandas, es decir, la síntesis de esta isoforma en los tratamientos que ingirieron dieta 

Vegetal, surge como una respuesta a la necesidad de digerir o  hidrolizar dicha proteína.  

 

Sainz et al., (2005), estudió la modulación de la aparición de las isoformas A, B y 

C en relación con el ciclo de muda, la actividad enzimática y bajo el efecto de dos dietas 

comerciales y observó que estos factores no afectan en su aparición. Mediante la 

comparación de las isoformas presentes en progenitores y sus respectivas 

descendencias, determinó que las isoformas A, B y C se segregan de manera 

mendeliana, con lo que el autor concluye que los factores internos y externos no alteran 

la expresión fenotípica de la enzima. 

 

La segregación mendeliana de los alelos descrita por Sainz et al., (2005), no se 

contrapone con el efecto modulador de la dieta vegetal, ya que la expresión de la 

isoforma A’ surgió como respuesta a un factor que no se contempló en su trabajo. En 

trabajos posteriores sería interesante estudiar la segregación alélica de las isoformas de 

la tripsina, sometiendo a los organismos a una dieta con proteína vegetal, para de esta 

manera evaluar la segregación del alelo de la cuarta isoforma. 

 

El diseño experimental del presente trabajo permitió retomar elementos de las 

publicaciones anteriores y considerarlos en conjunto, para de esta manera no solamente 

evaluar el efecto del origen de la fuente proteica sino tomando en cuenta distintos 

factores como el seguimiento de la respuesta en las etapas de postlarva y juvenil.   
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La relación del nivel de transcritos de tripsina (mARN) con la actividad 

enzimática específica de la misma, ha sugerido que su regulación ocurre de manera 

transcripcional (Klein et al.,  1996 y Sainz et al., 2005), sin embargo, se plantea, debido 

a la rápida respuesta de traducción de los transcritos, que exista también una regulación 

post-transcripcional (Sanchez Paz et al., 2003). Ambos niveles de regulación dejan la 

puerta abierta para la explicación de la presencia de la isoforma A’. 

 

Una de las ventajas de analizar las características fenotípicas de los organismos, en 

este caso la presencia de isoformas de tripsina,  es la de estar evaluando el efecto último 

de las condiciones experimentales, como pueden ser los efectos de la dieta. A pesar de 

que el mARN da una idea de la síntesis “potencial” del producto de un gen particular, 

no existe una relación estricta entre el mARN y la proteína sintetizada. Es decir, que 

tener una secuencia transcrita, no necesariamente implica tener una proteína funcional 

en la célula y por lo tanto conocer el fenotipo (Sanchez Paz et al, 2003; Sainz et al., 

2005). 

 

Un aspecto importante del presente estudio, se refiere a que no sólo nos basamos 

en las enzimas presentes en el hepatopáncreas, sino que ya que debido a su naturaleza 

hidrolítica, las enzimas digestivas se sintetizan como zimógenos, también analizamos la 

presencia de las isoformas activas. Esto se logró gracias a la técnica de incubación del 

gel de electroforesis en un substrato (García-Carreño, 1993), por lo que evaluamos los 

efectos de las dietas considerando no solo la regulación transcripcional y traduccional, 

sino también los controles postraduccionales, es decir , la activación del tripsinógeno. 

 

En estudios posteriores sería muy interesante hacer un seguimiento de la expresión 

de las isoformas en individuos a lo largo del tiempo y conforme se invierte la dieta. Esto 

se puede lograr con la técnica propuesta por Cordova Murueta et al. (2004), en la cual 

las muestras para la electroforesis son obtenidas a partir de las heces de los individuos, 

por lo que se vuelve innecesaria la extracción del hepatopáncreas y por ende la muerte 

del organismo, otorgando la posibilidad de analizar las variaciones de su fenotipo a lo 

largo de todo el experimento. 
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Arena et al., (2003) mediante el estudio del efecto de la domesticación en la 

capacidad de asimilar los carbohidratos de Litopenaeus vannamei, descubrió que la 

frecuencia alélica en las formas de la amilasa no es la misma en distintas generaciones 

de cultivo, disminuyendo en relación a poblaciones silvestres, la enzima encargada de 

digerir los carbohidratos del hepatopáncreas, la α-amilasa, se hacen menos frecuentes en 

relación con el aumento del grado de domesticación. Esto se  debe a que en las dietas 

utilizadas en los sistemas de cultivo, los carbohidratos se incluyen en muy bajas 

proporciones, y es el contenido de proteínas lo que fija ciertas características por lo que 

la importancia para los individuos de la presencia de la α-amilasa disminuye.  

 

Apoyados en lo anterior, proponemos que el factor que regula la presencia de los 

alelos de la tripsina, es el tipo de alimento que se encuentra en el hábitat de los 

individuos, y que estos tienen un amplio espectro de respuesta, con la posibilidad 

potencial de digerir distintas fuentes de alimento, por lo que la disponibilidad del tipo de 

alimento del área en el que se desarrollan, influye directamente en la fijación de los 

alelos, favoreciendo a un fenotipo determinado. 

 

En estudios posteriores sobre esta misma línea de investigación, la purificación y 

caracterización de la isoforma A’ permitirá comparar sus características con las de las 

isoformas A, B y C, analizar su relación, y posiblemente determinar si su activación 

representa o no una ventaja en la hidrólisis de la proteína vegetal. 
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7. Conclusiones 

 

Los efectos referentes al crecimiento y la actividad enzimática de las dietas con 

fuentes de proteína animal y vegetal,  administrados en la etapa juvenil a los organismos  

de la especie Litopenaeus vannamei, se encuentran directamente afectados por la fuente 

de proteína en la dieta con la que los individuos son alimentados en la etapa postlarval. 

La supervivencia de los organismos no se ve afectada por  las fuentes de proteína 

utilizada en las dietas, tanto en la etapa postlarval, como en la etapa juvenil. 

 

La dieta con proteína de origen vegetal, induce a un esfuerzo digestivo en los 

organismos. Los efectos de este esfuerzo, no se observan en la etapa de postlarvas, sin 

embargo, inducen a valores más bajos de crecimiento y actividad enzimática en la etapa 

juvenil.  Los resultados obtenidos en cada tratamiento, son producto tanto de la 

combinación de las dietas, como del orden en el que fueron administradas.  Esto explica 

que el tratamiento con un mayor crecimiento haya sido el que consistió en alimentar a 

los individuos en la etapa postlarval con dieta vegetal y en la etapa juvenil con dieta 

animal (“VA”), ya que la dieta inicial indujo el esfuerzo digestivo durante la primera 

etapa , sin embargo, al administrar la dieta animal, dicho esfuerzo indujo a una mejor 

aprovechamiento del alimento, lo que se reflejó en un mayor crecimiento que el 

alcanzado incluso por los organismo alimentado con dieta animal durante todo el 

experimento. 

 

La dieta con proteína de origen vegetal induce a la expresión de cuatro isoformas 

de tripsina, con pesos moleculares de 20, 19, 18 y 14.5 kDa, a diferencia de la dieta con 

proteína de origen animal que solamente induce a las  tres isoformas de mayor peso. La 

isoforma de menor peso, nombrada en el presente estudio como A’ solamente se 

encuentra reportada en  el trabajo de Muhlia-Almazan y García-Carreño (2002), sin 

embargo, a diferencia de las otras isoformas,  no se ha llevado a cabo su purificación y 

caracterización. 

  

Dado que la isoforma A’ surge como una respuesta a la dieta con proteína vegetal, 

es posible que el esfuerzo digestivo de los organismos alimentados con esta proteína se 

encuentre asociado a la presencia de dicha isoforma.  
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Anexo 

 

1.-Gel de poliacrilamida al 12%             

 

Reactivos                                                                  Volumen (ml) 

Agua bidestilada                                                              1,6  

Acrilamida/bisacrilamida 30%                                        2,0  

Tris 1,5 m pH 8,8                                                            1,3  

SDS 10%                                                                        0,05  

Persulfato de amonio 10%                                             0,025  

TEMED                                                                         0,0025  

 

2.- Acrilamida al 30% 

 

Reactivos                        Concentración final 

Acrilamida                                 29,2% 

Bisacrilamida                              0,8% 

Mezcla total 30                            30% 

 

3.- Buffer Tris 1,5 m ph= 8,8 

 

Pesar 181,65 g de tris base y enrasar con agua bidestilada hasta un volumen de 1 L. Ajustar a 

pH= 8,8 con HCl. 

 

4.-Persulfato de Amonio (aps 10%) 

 

Pesar 100 mg y diluir en un volumen final de 1 mL con agua tridestilada. Esta preparación 

debe ser de 1 semana de antigüedad como máximo. 

 

5.-SDS 10% 

 

Disolver 10 g de SDS en 80 mL de agua bidestilada, una vez disuelto se lleva a pH 7,2 con 

NaOH, finalmente se completa hasta 100 mL con agua bidestilada. 
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6.-Azul de Bromofenol 

 

Mezclar 500µl de Buffer 8.8 (Tris-Glicina-SDS), 500 µl de glicerol al 50% y una punta de 

espátula de azul de Bromofenol.  

 

7.-Solución madre de azul de Comasie R250 

 

Disolver 0,25 g de azul brillante de coomasie R250 en 90 mL de metanol:H2O (v/v 1:1) y 10 

mL de ácido acético glacial. Filtrar la solución a través de un papel Whatman N�1 para 

eliminar los residuos extraños. Antes de usar dejar en reposo por una semana en un frasco 

oscuro. 

 

8.- Solución de decoloración rápida 

 

Mezclar 10 mL de ácido acético glacial con 50 mL de metanol. Llevar la solución a 100 mL 

con 40 mL de agua destilada. 
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