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RESUMEN

El uso de atractantes en los alimentos balanceados ha adquirido una enorme importancia
económica y ecológica, ya que mediante su utilización resulta posible optimizar las tasas de
conversión alimenticias al maximizar el consumo y reducir el desperdicio del alimento, lo cual
repercute directamente sobre los costos de producción. Sin embargo, a pesar de que la
quimiorecepción como área de estudio data de al menos 20 años, en la actualidad se cuenta con
escasos productos comerciales eficaces y aún se desconoce el potencial de numerosas moléculas.
En efecto, la mayor parte de los estudios se han restringido a evaluar extractos orgánicos y
algunas moléculas sintéticas tales como amino ácidos y nucleótidos. Considerando esta premisa,
se llevaron a cabo una serie de experimentos con Macrobrachium rosembergii orientados a la
evaluación del potencial de moléculas naturales. Dos aminas biogénicas (Putrescina y Cadaverina)
y dos feromonas (una presente en la orina de jaiba y otra presente en extractos de glándula de
la orina de langostino) fueron comparadas con productos de referencia cuyo poder atractante
había sido demostrado, tales como extractos de calamar y un atractante comercial. Cada uno de
los atractantes fue agregado a una dieta formulada para que no tuviera nungún poder atractante.
Los resultados fueron obtenidos mediante tres aproximaciones diferentes. Primero se llevo a
cabo un bioensayo de quimioatracción, el cual consistió en medir el tiempo que tardaba un
animal en presentar diferentes etapas alimenticias (percepción, orientación, movimiento, arribo
e ingestión). Una segunda aproximación fue realizada en una granja comercial. Para este efecto,
se colocó una cierta cantidad de alimento con el atractante a probar en una charola, la cual fue
sumergida en una jaula (1 m3 ) en la que se habían colocado 10 individuos (5 machos y 5
hembras) de un peso promedio de 20 g. La charola fue levantada a diferentes tiempos (10, 20,
40 y 80 minutos) para estimar el número de pelles consumidos. Se llevaron a cabo tres repeticiones
por tratamiento. Una tercera aproximación destinada a corroborar la ingestión del alimento
consistió en incorporar un anticuerpo en este. Siguiendo una metodología similar a la anterior,
se colectaron los hepatopancreas y las partes bucales de 3 individuos a cada tiempo. Más tarde
se realizaron pruebas de inmunodifusión para constatar la ingestión. Los resultados obtenidos
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a partir de las diferentes pruebas, mostraron que la cadaverina incluida al 0.2% resultó el
atractante más potente. Por otra parte, las orinas de jaiba y de langostino mostraron buenos
resultados únicamente con los machos, de aquí que su utilización pueda ser recomendada para
cultivos monosexuales.

INTRODUCCION

La necesidad de optimizar las tasas de conversión alimenticia y de reducir los problemas
asociados con la acumulación de sedimentos orgánicos en los estanques, han sido identificados
como algunos de los puntos más importantes para lograr disminuir los costos de producción en
las empresas acuícolas. Para llevar a cabo este propósito es necesario adoptar medidas que
permitan preservar un ambiente adecuado para el buen desarrollo de los organismos en cultivo
y, al mismo tiempo, disminuir el posible impacto ambiental en la zona en donde son liberados
los efluentes (Boyd y Tucker, 1995).

Una alternativa viable para solventar este tipo de problemas consiste en la adición de
atractantes a las dietas comerciales, propiciando de ésta manera que el animal localice rápidamente
el alimento, lo que conlleva a aumentar la probabilidad de ingestión. Adicionalmente, esta
medida implicaría disminuir la incorporación de ligantes en el alimento, cuya presencia puede
resultar detrimental para la calidad del mismo (Mendoza, 1993), y por otra parte permitiría la
incorporación de fuentes proteicas vegetales, que como la soya, al ser incluidas en proporciones
importantes en la formulación resultan en la disminución de los niveles de ingestión (Lee y
Meyers, 1996a y 1996b).

Lo expuesto anteriormente responde a algunas de las necesidades de la industria acuícola, la
cual viene exigiendo mejores alimentos en términos de atracción, para de esta forma asegurar la
ingestión del mismo, ya que una dieta, por más completa que sea, si no es ingerida de inmediato
o en un corto lapso de tiempo, es poco probable que se aproveche su valor nutricional. Asumiendo
que una dieta contenga una mezcla ideal de proteínas, vitaminas y minerales, esta requiere que
todo el alimento que se ofrece al organismo sea consumido, en la práctica esto raramente se
cumple ya que una proporción de la dieta no es ingerida, lo cual reduce la tasa de conversión
alimenticia, causando además una cierta contaminación en el agua.

Por otra parte, debe considerarse que el alimento representa entre el 50 y el 60% de los
costos de producción en una granja de langostino, por lo que es de suma importancia buscar
alternativas para que su valor nutricional sea aprovechado al máximo.

No obstante que la inclusión de atractantes de buena calidad se considere definitiva para
garantizar la ingestión de los alimentos en condiciones comerciales, dichas condiciones resultan
ser a menudo adversas para la fácil localización del alimento, debido principalmente a la
importante disolución de los atractantes en grandes volúmenes de agua y a la existencia de una
gran variedad de moléculas con poder igualmente atractante presentes tanto en el bentos como
en la columna de agua.
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Por otro lado, cabe remarcar la limitada investigación sobre la detección de comportamientos
alimenticios y/o quimiorrecepción en crustáceos de agua dulce comparada con la existente para
crustáceos marinos (Tierney y Dunham, 1982).

Considerando el contexto anterior, el presente trabajo se orientó a demostrar el potencial de
atracción de moléculas naturales hasta ahora nunca probadas, como lo son las feromonas y las
aminas biogénicas en las dietas para langostinos.

ESPECIE

No obstante que el 90% de la actividad acuícola esta centrada en la producción de camarones
peneidos, debido a lo atractivo que resulta la exportación de este producto, existen recursos con
un enorme potencial aún no completamente explotado entre los crustáceos de aguas continentales,
como el caso de langostino Macrobrachium rosenbergii, el cual presenta ventajas considerables
para su cultivo, tales como poca agresividad, rápido crecimiento y adaptabilidad a las condiciones
de cultivo, entre otras (Magallón, 1980).

QUIMIORRECEPTORES

En los crustáceos, los quimiorreceptores están divididos en función de su estructura, en
astetascos (Figura 1) y no astetascos (Ache y Derby, 1985). Los astetascos se encuentran
exclusivamente en el flagelo lateral de las anténulas en donde se componen como mechones de
sensillia inervados por múltiples células bipolares (400,000/antenula). Los axones de los
receptores celulares forman el nervio antenular que se proyecta hacia el lóbulo olfatorio del
protocerebro de los crustáceos. Por otra parte, los movimientos antenulares desempeñan un
papel significativo en la fisiología de la quimiorrecepción adaptándose al ambiente local al cual
están expuestos los astetascos propiciando cambios mecánicos en la posición de los receptores.
En efecto, los movimientos de las antenas sirven para aumentar la exposición de los astetascos
a los químicos propiciando la circulación del agua (Pearson, et al., 1977).
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Figura 1. Localización de los astetascos.

La función de los astetascos esta asociada con el sentido del olfato (receptores de distancia),
mientras que otro tipo de quimioreceptores sensitivos localizados en apéndices masticadores y
partes bucales funcionarían como el sentido del gusto (receptores de contacto). Así, un animal
es capaz de detectar el alimento a distancia mediante el tipo de receptores antenales (astetascos)
y una vez que se ha acercado a este lo explora con los pereiópodos y apéndices bucales en donde
intervienen los receptores de contacto, de esto dependerá que acepte o rechace el alimento
(Atema, 1977).

Cabe mencionar que la habilidad para percibir la presencia y calidad del alimento se debe
considerar no sólo como una ventaja que poseen los organismos sino también como una estrategia
energética, ya que se minimiza el tiempo de búsqueda y se maximiza la proporción neta de
energía o nutrientes ingeridos. La decisión para alimentarse se realiza bajo la influencia de
diferentes factores, tanto internos (nivel de inanición, dominancia social, sexo y estatus
reproductivo), como externos (presencia de predadores o competidores).

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera
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ACTIVADORES E INHIBIDORES DEL COMPORTAMIENTO ALIMENTICIO

Existe cierto grado de confusión en torno a la clasificación de los estímulos químicos, por lo
que muchos incitantes o estimulantes alimenticios han sido erróneamente identificados como
quimioatractantes. Esto ha originado que muchos de los primeros reportes tengan un valor
comparativo limitado debido a la inconsistencia en la metodología y a la pobre descripción de
las condiciones del medio ambiente, la salud de los animales y la variabilidad individual (Derby
y Atema, 1982).

Según Lindstedt (1971), Heinen (1980) y Mackie (1982) existen diferentes activadores e
inhibidores del comportamiento alimenticio (Figura 2).

Figura 2. Activadores e inhibidores del comportamiento alimenticio.

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas



Avances en Nutrición Acuícola III370

Para describir de manera precisa y poder predecir las respuestas a un estimulante alimenticio,
las diferentes clases de estímulos deben ser inicialmente clasificados, categorizándose entonces
las respuestas comportamentales para cada estímulo específico. Estos comportamientos (Tabla
1) ya han sido identificados en los crustáceos (Lindstedt, 1971; Mackie y Mitchel, 1985; Lee
y Meyers, 1996a).

Tabla 1. Características de las fases que presentan los estímulos químicos.

Fases Carácterística

Orientación Fase durante la cual los químicos pueden actuar
como atractantes, repelentes o arrestantes.

Iniciación a alimentarse En esta fase los químicos pueden actuar como
incitantes o supresores.

Continuación de la alimentación Los químicos pueden actuar como estimulantes o
deterrentes.

Terminación de la alimentación Los deterrentes actúan provocando que cese
la ingestión.

ATRACTANTES

Dentro de las aproximaciones utilizadas para investigar el papel de los atractantes, la mayor
parte de los estudios realizados se han restringido a evaluar extractos orgánicos y en ocasiones
algunas moléculas puras. Esto ha originado que los productores de alimentos utilicen compuestos
a los que se refieren como atractantes, encontrándose entre los más conocidos los siguientes:

� Harina de pescado
� Extractos solubles de pescados marinos
� Harina de cabeza de camarón
� Harina de calamar o aceite de hígado de calamar
� Extracto hidroalcoholosoluble de calamar

Sin embargo, su inclusión como atractantes dentro de la formulación de los alimentos
implica ciertos problemas debido a la variabilidad del producto, determinada a su vez por el tipo
de proceso, la especie utilizada, el estado de la materia prima, etc. Por otra parte, no obstante
que actualmente existen algunas moléculas cuyo potencial de atracción ya ha sido demostrado,
tales como ciertos aminoácidos y compuestos cuaternarios de amonio, su utilización es limitada
ya que su empleo resulta oneroso (Holland y Borski, 1993).

Dentro de la amplia gama de extractos de organismos acuáticos probados como atractantes,
cabe mencionar en particular las investigaciones desarrolladas con extractos de moluscos,
crustáceos y otros organismos, como se ilustra en la Tabla 2.

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera
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De manera general se han identificado tres características importantes de los estímulos
alimenticios presentes en estos extractos:

a) Los estimulantes más potentes son metabolitos comunes de bajo peso molecular
(aminoácidos, compuestos cuaternarios de amonio, nucleótidos y ácidos orgánicos).

b) Especies diferentes pueden responder a diferentes sustancias presentes en un mismo
extracto.

c) La estimulación del comportamiento alimenticio de la mayor parte de los extractos se
debe a una mezcla de sustancias más que a una sustancia dominante.

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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Como grupo estas sustancias son solubles en agua y se presentan de manera ubicuita en los
tejidos a concentraciones mayores que las presentes en el medio ambiente.

AMINOACIDOS

Los aminoácidos libres son abundantes como osmolitos en los tejidos de todos los
invertebrados acuáticos, los cuales constituyen la dieta principal de los crustáceos omnívoros.
Debido a que los aminoácidos se difunden rápidamente de las presas muertas, ellos pro-
bablemente determinan la frescura de los tejidos (Zimmer-Faust, 1987). De la misma manera
que en los extractos, la acción de los aminoácidos es sinérgica, ya que estos resultan más
efectivos en forma conjunta que cuando se usan por separado (Heinen, 1980).

Por otra parte, en el caso de los bioensayos con aminoácidos, las generalizaciones resultan
delicadas puesto que en la mayor parte de los casos sólo se han probado algunos aminoácidos
y eso únicamente con ciertas especies, lo cual implica el desconocimiento sobre el potencial de
la mayor parte de estos. En la Tabla 3 se sumarizan algunas series experimentales que denotan
la eficacia de algunos aminoácidos en particular.

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera
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OTRAS MOLÉCULAS

Además de los estudios realizados con aminoácidos, se han probado con buenos resultados
otras moléculas tales como nucleótidos, compuestos cuaternarios de amonio, compuestos
nitrogenados, azúcares y otras moléculas, como se muestra en la Tabla 4. Destacan los resultados
obtenidos en bioensayos realizados con betaína, trimetilamina y los nucleótidos ATP, ADP,
etc., (Harpaz et al., 1987) observándose en la mayoría de los casos que los compuestos más
degradados funcionan mejor como atractantes que los compuestos con alta carga energética.

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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FEROMONAS

Las feromonas han sido definidas como aquellas sustancias que al ser secretadas al medio
ambiente por un individuo y percibidas por otro, regularmente de la misma especie, originan
una reacción específica (Buchau y Fontaine, 1984). Se ha reportado para un gran número de
especies que las feromonas facilitan la cópula, ya que propician la atracción de los machos hacia
las hembras o viceversa.

El grado de avance en el conocimiento de las feromonas ha llegado a un punto en el que se
puede generalizar acerca de su estructura molecular, así se sabe actualmente que los atractantes
sexuales son en general compuestos que contienen entre 10 y 17 átomos de carbono y cuyo
peso molecular varía entre 180 y 300 Daltons (Wilson, 1963 citado por Gleeson, 1990).

En lo que concierne a la estructura de las feromonas acuáticas, estas han sido pobremente
descritas, con excepción de algunas hormonas esteroides y sus derivados glucoronoides en el
caso de los peces (Carr, 1982).

En el caso de los crustáceos, la frecuente sincronización entre la muda y la cópula en ciertos
grupos ha llevado a varios investigadores a proponer a la ecdisona y sus derivados como
atractantes sexuales, o al menos como componente de un complejo feromonal (Bauchau, 1986),
sin embargo, experimentos posteriores no apoyan esta conclusión, ya que cuando se probaron
cuatro ecdisonas con Homarus americanus ninguna de ellas estimuló un comportamiento sexual.
(Gleeson et al., 1984).

En otro experimento, se demostró que dos concentraciones de crustecdisona no estimulaban
el comportamiento de cortejo en jaibas Callinectes sapidus (Gleeson et al, 1983).

Gleeson (com. pers.), en un estudio para caracterizar la feromona sexual de la jaiba Callinectes
sapidus, encontró que la molécula no poseía características físicas de un esteroide, siendo
posible que fuera un péptido pequeño.

Las feromonas se subdividen en disparadoras o inductoras, dependiendo del tiempo en que
tarda en presentarse el efecto y su implicación en la fisiología del organismo receptor.

No todas las feromonas promueven una atracción positiva, en efecto, algunas pueden actuar
como repelentes. Las mismas feromonas que atraen hembras o machos y viceversa pueden
actuar como repelentes en animales del mismo sexo, particularmente durante el período de
alimentación (Daloze, et al., 1980).

Hasta el momento, los métodos para la obtención de las feromonas se han basado en
extracciones en las que se emplean organismos completos. Esto implica obviamente la utilización
de un número elevado de individuos para obtener apenas una cantidad suficiente de feromona.
Sin embargo, para muchas especies el mejor método consiste en extraer las feromonas
directamente de las glándulas en las cuales se producen o almacenan, o bien, en su defecto

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas



Avances en Nutrición Acuícola III380

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera

extraer el fluido en el cual se secretan, lo que reduce el número de organismos necesarios para su
colecta (Nordlund, 1981).

En el caso particular de los crustáceos, algunos de los principales estudios se han centrado
en la extracción de feromonas sexuales que son liberadas por medio de la orina. Esto se ha
investigado con detalle en las hembras de Carcinus maenas durante la fase de premuda copulatoria.1
Dicha feromona es percibida por los centros quimiorreceptores localizados en las anténulas de
los machos. Se han postulado los órganos excretores (glándula de la orina o glándula verde),
como el sitio más probable de síntesis, ya que los análisis de hemolinfa y otros órganos resultan
sin actividad (Fontaine, et al., 1989).

El hecho de que la orina de los crustáceos sea almacenada es una indicación de la necesidad
de una liberación controlada. Esta orina es liberada de un par de papilas bilaterales (nefroporos)
localizados en la base de las antenas relacionado directamente a la corriente branquial, por lo que
se sugiere que esta corriente es utilizada, entre otras funciones, como un sistema para dispersar
la señal química. De hecho ha sido constatado que la corriente branquial llega a proyectar la
orina a una distancia de siete veces la longitud corporal del animal (Atema y Cowan, 1986).
Después de esta distancia se disuelve y se diluye. Posteriormente las corrientes locales se
encargan de disipar y diluir aún más estas señales.

AMINAS BIOGÉNICAS

Las aminas biogénicas son moléculas provenientes de la degradación de diferentes
aminoácidos (Gouygou et al., 1989), proceso que se presenta normalmente en condiciones de
descomposición de la materia orgánica.

Con la finalidad de lograr un mejor entendimiento, se deben de tomar en cuenta los procesos
que ocurren inmediatamente después de la muerte de un organismo. Primeramente, los sistemas
de regulación cesan sus funciones y se detiene el suplemento de oxígeno y por consecuencia la
producción de energía. Enseguida, las células empiezan una nueva serie de procesos caracterizados
por la descomposición del glicógeno (glicólisis) y la degradación de compuestos ricos en energía,
tales como el ATP.

En los organismos vivos el ATP es formado por la reacción entre el ADP y creatina fosfato
(fosfágenos), formándose un reservorio de grupos de fosfatos ricos en energía en las células del
músculo. Cuando este reservorio se agota, el ATP es regenerado a partir de ADP por refosforilación
durante la glicólisis. Después de muerto el organismo, cuando cesa la regeneración, el ATP es
rápidamente degradado y cuando sus niveles son bajos, se desarrolla lo que comúnmente se
denomina rigor mortis (Huss, 1988).

1 La fase de premuda copulatoira ocurre justo antes de la muda, durante esta fase las hembras liberan una feromona
para atraer a los machos a fin de que estos las protejan, debido a que en ese momento presentan un exoesqueleto muy
blando por lo cual pueden ser presa fácil de otros organismos o de sus congéneres. Este comportamiento juega un papel
importante en la reproducción ya que es justo en el momento en que acaban de mudar cuando se lleva a cabo la cópula
(siempre se producen una hembra "blanda" con un macho "duro".)
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El ATP se degrada mediante una serie de reacciones de desfosforilación y desaminación
hasta convertirse en inosina monofosfato (IMP), el cual a su vez se degrada en Inosina (HxR)
y esta en hipoxantina (Hx) y ribosa (R).

Por otro lado, debido a la falta de oxígeno, la glicólisis se desarrolla en condiciones anaerobias
y su producto final es el ácido láctico, el cual causa una disminución en los valores de pH y por
lo tanto en la capacidad de las proteínas de retener agua, favoreciendo así las condiciones para
el desarrollo de la actividad bacteriana y enzimática (caso de la catepsina D). La catepsina D
tiene una actividad óptima a valores de pH de 4 y es de las enzimas más importantes para iniciar
la degradación de las proteínas endógenas a péptidos, los que a su vez son degradados por otras
catepsinas (A,B,C). De esta forma las proteínas se descomponen en péptidos de diferentes
tamaños, que después son hidrolizados finalmente en aminoácidos y por último degradados
(descarboxilados) en aminas biogénicas, por medio de las enzimas bacterianas.

En cuanto a las bases nitrogenadas, las clases más comunes que se encuentran en los
animales acuáticos son el TMAO (óxido de trimetilamina) y las betaínas. El TMAO puede ser
reducido enzimáticamente a TMA (trimetilamina) por la TMAO reductasa de los
microorganismos. La segunda reacción de descomposición es la formación de DMA (dimetilamina)
y formaldehído (FA), esta reacción se puede llevar a cabo enzimáticamente o no enzimáticamente.
Las betaínas son componentes menores en el músculo de los peces pero se pueden presentar en
grandes concentraciones en crustáceos y moluscos. El más común de estos compuestos es la
glicina-betaína.

Uno de los factores que juega un papel importante dentro del proceso de descomposición
es la presencia de la flora bacteriana tanto en la superficie (piel y branquias) como en el intestino
del organismo recién muerto.

Los cambios que se observan después de la muerte de un organismo se presentan en la
Figura 3.

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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Figura 3. Cambios bioquímicos que se observan después de
la muerte de un organismo.

Existen dos vías para la degradación de los aminoácidos, siendo la desaminación el mecanismo
más común que permite a los microorganismos utilizar los aminoácidos libres. Esta desaminación
bacteriana se puede llevar a cabo de diferentes formas en función de la constitución enzimática
de los organismos y de las condiciones del medio ambiente. La desaminación puede dar como
resultado la formación de amoníaco el cual es el componente primario relativo a la descomposición
del alimento fresco. Por otra parte, la desaminación funciona regularmente a nivel metabólico
como parte del mecanismo de transaminación. Otro mecanismo de degradación es la
descarboxilación donde las bacterias juegan un papel importante para transformar los
aminoácidos en aminas biogénicas y bióxido de carbono, ambas vías son mecanismos regulares
de detoxificación y excreción de los organismos.

Dentro de las aminas que se forman más rápidamente y en mayor concentración destacan
principalmente la putrescina y la cadaverina. La putrescina es formada a partir de la
descarboxilación de la ornitina, la cual a su vez es producto de la desaminación de la arginina,
mientras que la cadaverina es formada por la descarboxilación de la lisina (Fujita, et al. 1983).

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera
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Existen otras aminas menos abundantes como la tiramina y la histamina que derivan de los
amino ácidos tirosina e histidina, respectivamente.

ESTUDIO SOBRE LA FUNCION DE AMINAS BIOGÉNICAS Y FEROMONAS COMO
ATRACTANTES

La inclusión en el alimento de moléculas cuyo papel fisiológico es el de asegurar normalmente
el comportamiento de atracción, puede resultar una alternativa interesante y económica. De
aquí que se haya diseñado una serie experimental orientada a elucidar el potencial de atracción
de moléculas homólogas, las cuales fueron comparadas con productos de referencia reconocidos
como atractantes eficaces, tales como extractos de calamar y un atractante comercial.

Se llevaron a cabo tres diferentes aproximaciones: 1) Un bioensayo de quimiorecepción en
el cual diferentes atractantes fueron agregados a una dieta de base, en este caso la respuesta fué
evaluada por medio de una serie de descriptores comportamentales. 2) Un bioensayo de campo
en una granja comercial en donde se evaluó el consumo de diferentes dietas peletizadas
(tratamientos). 3) Un segundo bioensayo de campo en el cual se monitorearon moléculas de
referencia (anticuerpos) las cuales fueron incluidas en una dieta peletizada para demostrar la
ingestión real del alimento.

SERIE EXPERIMENTAL

1.BIOENSAYO DE QUIMIORECEPCION

Tratamientos: Se compararon 7 tratamientos incluyendo dos testigos positivos y uno negativo:

� Cadaverina
� Putrescina
� Extractos de glándula de la orina de langostino
� Orina de Jaiba azul
� Testigo positivo-atractante comercial (Langobuds 2).
� Testigo positivo-extracto hidroalcoholosoluble de calamar (Ex.HAS)
� Testigo negativo-dieta base

Extracción de feromonas de langostino: Para la extracción de las feromonas sexuales de
langostino se llevó a cabo como un primer paso la identificación de las hembras en estadío
precopulatorio. Para esto fueron identificados un grupo de 10 individuos de langostinos de
ambos sexos mantenidos en condiciones adecuadas (temperatura de 25-28oC, pH 7.4,
alimentación tres veces al día a razón del 3% de su biomasa) mediante la técnica propuesta por
Sagi y Ra�anan (1985). Dicha técnica se basa en el examen externo del desarrollo gonadal de las
hembras y el comportamiento reproductivo típico de los machos que es llevado a cabo sólo

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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cuando las hembras son receptivas. Durante el desarrollo gonadal los ovarios crecen desde la
parte posterior del cefalotórax y el desarrollo completo es fácilmente identificable a través del
caparazón como una masa color naranja que ocupa una gran porción del cefalotórax,
aproximadamente desde el corazón hasta la base del rostrum. Es durante esta última fase en la
cual las hembras comienzan a liberar las feromonas sexuales con el fin de atraer a los machos.
Las hembras que presentaban estas características fueron colectadas y sacrificadas con el fin de
extraerles la glándula de la orina. Las glándulas fueron homogeneizadas y centrifugadas a 4,200
r.p.m. durante 20 minutos y el sobrenadante fue congelado para su utilización posterior.

La extracción de la orina de la jaiba Callinectes sapidus fue realizada en el Laboratorio
Whitney de la Universidad de Florida, por el Dr. Richard Gleeson, siguiendo la metodología
propuesta por él mismo (1990). Dicha metodología se basa en la extracción de la orina de
hembras púberes, ya que esta ha sido identificada como la vía de liberación de las feromonas. La
recolección se ejecuta por aspiración directa de los poros de la glándula antenal, por medio de
una pipeta Pasteur modificada. La orina colectada es inmediatamente congelada y almacenada
hasta obtener la cantidad necesaria para llevar a cabo los bioensayos.

Para comprobar la presencia de la feromona en la orina se llevaron a cabo bioensayos
preliminares en acuarios en los cuáles se pusieron en contacto muestras de orina con machos
adultos de jaibas y langostinos observando la eventual respuestas de excitación entre los mismos.

Para esto, fueron añadidos 300 <F128M>m<F255D>l de la orina de jaiba al acuario en el
cual se habían colocado langostinos machos �detectores� (aquellos que presentan dominancia
en la población y se caracterizan por poseer pinzas color azul brillante), y se observó la
respuesta provocada. Después de 24 horas se llevó a cabo un cambio parcial de agua (50%) y
se añadieron 300 <F128M>m<F255D>l de orina de langostino para observar igualmente la
respuesta. La misma metodología se utilizó en acuarios conteniendo ejemplares machos en
estado receptivo de la jaiba Callinectes sapidus.

A fin de corroborar que la respuesta observada fue ocasionada exclusivamente por la presencia
de feromonas, se utilizaron otros tipos de estímulos tales como:

a) agua de acuario libre de crustáceos

b) trozos pequeños de músculo de langostino y de jaiba

a) agua salada y dulce en los acuarios de langostino y jaiba, respectivamente.

Las observaciones realizadas demostraron la presencia de las feromonas en ambos casos ya
que sólo cuando se les agregaba la orina, los machos de ambas especies exhibían comportamientos
precopulatorios.
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En el caso de las jaibas, los machos se levantaban y caminaban sobre las puntas de sus
apéndices posteriores, extendiendo las quelas anteriores, mientras movían rápidamente sus
apéndices bucales y las antenas.

Obtención de aminas biogénicas: Las aminas biogénicas fueron obtenidas comercialmente
de Janssen Chimica,3 Bélgica.

Descriptores: Para cada uno de los tratamientos se registraron los tiempos en que los
ejemplares presentaron las diferentes fases de comportamiento alimenticio, esto es, percepción,
orientación, movimiento hacia el estímulo, arribo al alimento e ingestión del mismo, tal y como
lo recomiendan Costero y Meyers, (1993).

Categorización de la prueba: El test se registró como negativo si no llegaba a presentarse
respuesta después de 500 segundos.4

Sistema experimental: La metodología que se utilizó fue similar a la propuesta por
Costero y Meyers (1991), quienes describen el uso de acuarios de 120 cm de largo X 30 cm de
ancho X 40 cm de altura. En este caso se introdujo una modificación consistente en eliminar el
flujo de agua. Estos acuarios tienen una división removible en un extremo lo que permite
mantener a los animales mientras se coloca el alimento en el otro extremo del acuario. Se utilizó
únicamente un solo individuo por prueba debido principalmente a que la presencia de un
eventual competidor pudiera potenciar el efecto del atractante e influir en la tendencia de los
resultados. Los individuos no fueron reutilizados después de las pruebas para evitar cualquier
tipo de preferencia por un atractante en particular. Después de cada prueba se vaciaron los
acuarios y se llenaron con agua fresca que presentaba las mismas características de temperatura
(26 + 1° C) y pH (7.5-8). Esto se realizó con la finalidad de evitar que los estímulos dispersos
en el agua de un bioensayo anterior afectaran las respuestas de los organismos a los nuevos
estímulos. Se utilizó un fotoperiodo natural y las pruebas se corrieron siempre a la misma hora
del día, para evitar cualquier posible influencia de la luz.

Adición de atractantes: Los atractantes fueron agregados por aspersión a una dosis de
0.2%. Se utilizó como dieta base una formulación con un alto contenido de soya (30%) y harina
de trigo lo cual le confiere un efecto antiatractante y antipalatable (Tabla 5). Dicha dieta fue
utilizada como testigo negativo. El atractante comercial se mezcló con aceite de pescado y se
espreó a la dieta peletizada. El resto de los atractantes fueron mezclados con agua destilada y
espreados igualmente. Todos los atractantes fueron agregados en una base volumen:volumen,
excepto por la cadaverina la cual se agregó en una base peso: volumen.

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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Tabla 5. Composición de la dieta base

Ingrediente Percentaje
(peso seco)

Harina de Pescado 5.000
Pasta de soya 30.00
Harina de camarón 4.001
Harina de trigo 55.190
Lecitina 1.830
Aceite de pescado 2.701
Metionina 0.110
Mezcla vitaminica 0.220
Vitamina C 0.025
Monofosfato de Sodio 0.923

Registro de la prueba: Se utilizó una cámara video la cual se manejo a control remoto para
evitar cualquier influencia sobre el comportamiento de los animales. Se cuantificaron las
secuencias filmadas de los diferentes comportamientos alimenticios. Se utilizó un cronómetro
para registrar el tiempo real, de manera simultánea al contador de la vídeo-cámara. El tiempo
cero fue considerado a partir del momento en que se levantó la división del acuario. Cada
secuencia filmada fue evaluada por dos personas independientes.

Diseño Experimental: Para confirmar el efecto de atracción sobre los sexos se llevaron a
cabo cinco repeticiones para cada tratamiento con hembras y con machos por separado. Los
ejemplares de langostino utilizados (35 machos y 35 hembras de 20 + 3 g) fueron mantenidos
en una pileta de fibra de vidrio con capacidad de 1,500 litros (40 cm de altura X 200 cm de
diámetro). Estos fueron escogidos de manera aleatoria y se colocaron en un acuario limpio 24
horas antes de cada prueba con el fin de estandarizar el tiempo de inanición antes del bioensayo.
Todos los animales probados se encontraban en fase de intermuda, puesto que ha sido sugerido
que el nivel de respuesta varía de acuerdo con la etapa del ciclo de muda (Harpaz et al., 1987).
La designación de las diferentes etapas se realizó de acuerdo a los criterios descritos por Peebles
(1977). Se empleó un ANOVA para determinar las eventuales diferencias entre los tratamientos.
Cuando se llegaron a detectar diferencias significativas entre los tratamientos se utilizó una
prueba de comparación múltiple de Tuckey (Steel and Torrie, 1980). Para detectar diferencias
eventuales entre los sexos se aplicó una �t� de Student .

2.BIOENSAYO DE CAMPO (PRUEBA DE INGESTION POR MEDIO DE
CHAROLAS)

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos en el laboratorio se llevó a cabo un
bioensayo de ingestión, el cual se realizó en una granja de langostino (Granja Acuícola Los
Desmontes, Tecomán, Colima), en donde se evaluó la ingestión de cada uno de los atractantes
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en condiciones de producción con el fin de probar el poder atractante y palatable de cada dieta
en grandes volúmenes de agua y en presencia de otros atractantes naturales. Este bioensayo se
orientó hacia la observación directa de la ingestión del alimento.

Condiciones experimentales: En una jaula de un metro cubico se colocaron 10 ejemplares
de langostino (5 hembras y 5 machos) con un peso promedio de 20 + 3g, de acuerdo a la
densidad utilizada en la granja. A los langostinos se les ofrecieron 80 pellets de tamaño uniforme
(0.4 cm) en una charola (cantidad equivalente a 6 gramos de alimento). Las charolas fueron
levantadas a diferentes tiempos (10, 20, 40 y 80 minutos). El número de pellets presente fue
contabilizado a cada tiempo, para que, por diferencia con respecto al número inicial de ellos, se
obtuviera el número de pellets consumido. Se llevaron a cabo tres replicados por tratamiento.
Los tratamientos comparados fueron los mismos que aquellos establecidos para el bioensayo
de laboratorio, siendo la única variante la dieta de base a la cual fueron agregados los atractantes;
en este caso se utilizó la dieta comercial empleada regularmente en la granja. Se utilizó un
ANOVA para determinar las diferencias entre los tratamientos y la prueba de separación de
medias de Tuckey.

3.BIOENSAYO DE CAMPO (MONITOREO DE INGESTION POR UN METODO
INMUNOLOGICO)

Un tercer bioensayo también a escala comercial fue llevado a cabo con el fin de constatar que
efectivamente había existido ingestión de los pellets con atractantes. Para este efecto se empleó
un método inmunológico destinado a determinar cual de los tratamientos resultaba más eficaz.
Para llevar a cabo esta fase experimental se elaboró un alimento similar a la dieta base con la
diferencia de que en esta se incluyó 25% de suero conteniendo anticuerpos dirigidos contra
adultos de Artemia salina.5 Dicho alimento se ofreció de manera similar que en el experimento
anterior (en charolas) y después de cada uno de los tiempos anteriormente estipulados se
colectaron 3 organismos a los cuáles se les seccionó el cefalotorax. Los cefalotórax conteniendo
el hepatopáncreas y las partes bucales fueron congelados a -20°C y posteriormente fueron
analizados por inmunodifusión. En este caso se consideró la presencia o ausencia de reacción
inmunológica. Para detectar diferencias significativas entre los tratamientos se aplicó una prueba
de X2.

RESULTADOS

Los diferentes comportamientos relacionados con la detección e ingestión del alimento
considerados parta cuantificar la quimiotaxis, fueron similares a los identificados para otros
crustáceos tales como Penaeus vannamei (Costero y Meyers, 1993) y M. rosenbergii (Harpaz,
et al., 1987). En la Tabla 6 se presenta una breve descripción de estas fases.

5 Se incluyó el suero al alimento debido a la alta proporción que se necesitaba, de tal forma
que si se hubiese agregado el antígeno (Artemia salina) este podría haber actuado como atractante.

Tabla 6. Fases secuenciales del comportamiento alimenticio
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Avances en Nutrición Acuícola III388

Roberto mendoza, Jesús Montemayor, Julia Verde y Carlos Aguilera

de Macrobrachium rosenbergii

Fase Comportamiento

Percepción Esta fase está caracterizada por movimientos de las anténulas, las cuales
se mueven a manera de látigo, lo que sirve para aumentar el contacto del
estimulante con los quimiorreceptores. El ritmo y la velocidad de estos
movimientos depende de la naturaleza del atractante.

Orientación En esta fase el animal despliega movimientos antenales así como de los
pereiópodos, con el fin de guiarse a la fuente del estímulo. El animal cambia
continuamente su posición hasta apuntar su rostro hacia la fuente de atracción.
Movimiento El animal inicia la locomoción hacia la fuente del estímulo, esta se lleva a

cabo usando únicamente sus pereiópodos. Durante esta fase el primer par
de pereiópodos continua su búsqueda en el área frontal y se lleva a la boca
cualquier materia que encuentre en el camino. Los movimientos antenales
y antenulares continúan efectuándose.

Arribo. Es el evento final en el cual el animal llega a la fuente de estimulación. El
animal hace contacto con los estímulos utilizando los pereiópodos y sus
partes bucales en un movimiento típicamente exploratorio.

Ingestión En esta fase el animal ingiere el alimento en definitiva o bien, lo rechaza.

El ANOVA reveló la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (atractantes)
durante las diferentes fases del comportamiento alimenticio (F= 10.57; g.l. 10, 6 P<< 0.001)
(Tabla 7). Cuando se consideraron únicamente los machos en el análisis, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos durante las fases de Percepción, Orientación y
Movimiento, siendo la dieta base la única excepción ya que mostró los peores resultados en
términos de atracción. Las diferencias significativas se presentaron hasta la fase de Arribo, en la
cual la cadaverina y los extractos de glándula verde de langostino generaron los mejores resultados,
seguidos por el atractante comercial, la orina de jaiba y la putrescina, mientras que el extracto de
calamar no evocó sino resultados mediocres, solo superando a la dieta basal. En la última fase
(ingestión) se repitió la misma tendencia con la diferencia de que la cadaverina destaca aún más.
En efecto, considerando la clasificación de efectores químicos del comportamiento alimenticio
propuesta por Lindstedt (1971) y Mackie (1982) la dieta de base actuó no solo como un
arrestante, ya que los animales cesaron su locomoción al estar cerca de esta fuente de estímulos;
sino como repelente, ya que los animales se alejaban eventualmente de esta fuente; y aún como
supresante ya que el inicio de la alimentación era inhibido cuando alguno de los animales llegaba
tomar el alimento con sus apéndices masticatorios. Contrastando con lo anterior, los resultados
fueron diferentes al considerar solamente a las hembras. En este caso se observó la siguiente
categorización: cadaverina, putrescina, atractante comercial y extracto de calamar, seguido por
las feromonas y la dieta base. Generalmente la cadaverina destaca no solo como el mejor
atractante, ya que provocó que los animales se orientaran hacia las dietas que la contenían, sino
también como el mejor incitante, propiciando el inicio de la alimentación; e incluso como el
mejor estimulante promoviendo la ingestión y la continuación del alimento. Sin embargo, cabe



Avances en Nutrición Acuícola III 389

hacer notar que la cadaverina no difiere significativamente de la putrescina, del atractante
comercial y del extracto de calamar, así como tampoco de las feromonas en el caso de los
machos.

Al considerar el tiempo total entre las fases de percepción e ingestión (Figura 4), se pudo

Quimioatracción en crustáceos: papel de moléculas homologas
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notar que la progresión de estas fases fué particularmente rápida en el caso de las aminas
biogénicas, el atractante comercial y el extracto de calamar. La prueba de �t� de Student reveló
diferencias significativas entre los sexos únicamente cuando fueron probadas la orina de jaiba y
los extractos de glándula verde de langostino. En efecto, los machos percibieron e ingirieron el
alimento más rápido que las hembras.

Figura 4. Tiempo transcurrido hasta la fase de ingestión.

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos a partir de esta serie de bioensayos. Se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (F= 34.425; g.l. 6, 72 P<< 0.001) así
como entre los diferentes tiempos (F= 266.839; g.l. 3, 72 P << 0.001). No se observaron
diferencias significativas durante los primeros 10 minutos, pero a partir del periodo de 20
minutos, y de ahí en adelante se pudieron identificar diferencias en la tasa de consumo. Las
diferencias más importantes fueron obtenidas con las aminas biogénicas y con los controles
positivos. Sin embargo, las feromonas no lograron producir un incremento en el consumo. Estos
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resultados fueron confirmados por medio de pruebas de inmunodifusión (Tabla 8). La prueba
de X2 reveló la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (X2= 23.57; 6 g.l.
P << 0.001).

Figura 5. Número promedio de pellets consumido por tratamiento a
diferentes tiempos de muestreo.
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Tabla 8. Respuesta cualitativa observada por precipitaciones
inmunológicas en condiciones comerciales.

Tratamientos Repeticiones

1 2 3 4 5
Dieta base � � � � �
Orina de jaiba � � + � �
Extracto de glandula verde de langostino � � � + �
Cadaverina + + + + +
Putrescina + + + + +
Atractante comercial + + + + +
Extracto de calamar + � + � +

(-) Sin respuesta
(+) Respuesta Immunológica

DISCUSION

En la mayor parte de los estudios concernientes a la quimioatracción no se ha mostrado que
alguna molécula purificada sea más potente que las mezclas artificiales o naturales de atractantes,
como fue el caso de la cadaverina en este estudio al ser comparada con ambos testigos positivos. En
particular, los resultados concernientes al poder de atracción de las aminas biogenicas nos proveen de
diversos puntos de reflexión que podrían ser conjuntados en una teoría complementaria a la emitida
por Zimmer-Faust (1987), quien señala que los crustáceos carnívoros buscan organismos con altos
niveles de energía (en términos de carga energética de adenilato) lo cual puede ayudar a los predadores
para reconocer a sus presas. En contraste con lo anterior, en la presente serie experimental se
encontró que las aminas biogénicas funcionaron como atractantes potentes para Macrobrachium,
crustáceo de hábitos omnívoros, indicando que tienden a ser atraídos por moléculas degradadas, las
cuales son liberadas a menudo dentro del proceso de descomposición de los organismos, así como
durante la excreción y que en consecuencia presentan un bajo valor en cuanto a carga energética. Por
lo cual se podría considerar que la respuesta estaría adaptada al tipo de alimentación. Adicionalmente,
las aminas biogénicas actuaron no solo como quimioatractantes (causando que el animal se desplazara
hacia las dietas que las contenían) sino que también funcionaron como incitantes (disparando la
respuesta alimenticia) y como estimulantes alimenticios (provocando que el animal siguiera
alimentándose).

Un fenómeno similar ha sido reportado en el caso de los cangrejos ermitaños los cuales
pueden localizar una nueva concha a cierta distancia (Kratt y Rittschof, 1991; Rittschof, 1990).
La atractividad parece ser debida a péptidos específicos (generados por un proceso degradativo;
dichos péptidos contienen un cierto número de residuos neutros y un residuo básico como
arginina o lisina en el extremo carboxilo terminal) liberados a partir del tejido muscular de
gasterópodos muertos o heridos, lo cual señala la disponibilidad de las nuevas conchas. De la
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misma manera, las langostas son capturadas con mayor frecuencia en trampas en las cuales se
utilizan abulones que han muerto un día antes, que cuando se utilizan abulones frescos (Lee y
Meyers, 1996b; Zimmer-Faust et al., 1984). Otros estudios han reflejado la sensibilidad de los
crustáceos a moléculas de este tipo, en efecto, la tasa de ingestión de dietas artificiales de
langostinos juveniles se vio mejorada al adicionar hidrocloruro de trimetilamina (TMAH) en la
superficie de estas (Costa - Pierce y Laws, 1985). Se supuso que el TMAH simulaba el olor de
pescado en descomposición induciendo así a los langostinos a comer.

Parece lógico suponer que las aminas biogénicas pudieran actuar de manera positiva, ya que
el análisis de los fluidos naturales o de extractos de materias primas atractivas para los crustáceos
han mostrado generalmente que los estimulantes principales son sustancias de bajo peso
molecular cuyas propiedades son consistentes con la hipótesis de que se trata de aminoácidos
o sustancias relacionadas (Heinen, 1980). La mayor parte de las sustancias de bajo peso molecular
que han resultado ser estimulantes potentes y habitualmente atractantes en crustáceos, son los
aminoácidos mientras que las azúcares, alcoholes, almidones y los ácidos grasos y otros
compuestos han dado menores respuestas (o ninguna), esto puede ser atribuido a los hábitos
alimenticios de la especie utilizada, así tenemos que Orconectes rusticus (hervíboro) es más
sensible a azucares que Orconectes virilis (carnívoro) el cual es más sensible a aminoácidos
(Tierney y Atema, 1988).

Desde el punto de vista estructural, se ha reportado que el grupo amino no debe ser
substituido y debe portar una carga para poder reaccionar con los quimiorreceptores, en contraste
con las modificaciones a nivel del grupo carboxilo, incluyendo la remoción de una carga lo cual
puede ser tolerado solo con una mínima pérdida de efectividad. (Hatt, 1984).

En lo que respecta a la orina de jaiba y a los extractos de glándulas verdes de langostino, las
moléculas atractantes lograron tener un efecto marcado en los machos de Macrobrachium. Este
hallazgo es controversial ya que las feromonas han sido definidas a menudo como moléculas que
actúan de manera intraespecífica. Sin embargo los resultados de algunas investigaciones llevadas
a cabo con crustáceos (Kittredge et al., 1971) e insectos (Rojas et al., 1990) han mostrado la
posibilidad de acción intraespecífica. No obstante no se descarta la posibilidad de que otras
moléculas tales como productos de excreción (e.g. urea, aminas terciarias, y ácidos nucleicos),
presentes en la orina pudieran haber actuado como atractantes o bien, que hubieran potenciado
el efecto de las feromonas.

La adición de atractantes por aspersión parece ser un buen método de suplementación, ya
que de esta manera se encuentran diponibles casi inmediatamente al momento en que los pellets
entran en contacto con el agua, produciendo así una respuesta rápida.

Los resultados obtenidos en los experimentos a escala comercial y en particular la
comprobación inmunológica de ingestión mostraron, primeramente que la dieta comercial, a
pesar de contener diferentes fuentes de atractantes naturales, tales como harina de pescado y
aceite de pescado, no fueron lo suficientemente eficaces para atraer a los animales y estimular
el proceso de alimentación. Este aspecto fue confirmado con la adición del atractante comercial
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y las aminas biogénicas a la dieta. En lo que respecta al papel de las fuentes de feromonas en
términos de ingestión, este fue relativamente pobre, posiblemente debido a su baja concentración
o a su rápida disolución. Por otra parte los extractos de calamar han sido considerados a menudo
como una buena fuente de atractantes para los crustáceos (Takei, 1977; Mackie y Shelton,
1972; Mackie, 1973), sin embargo, siempre existe cierto riesgo al incorporar extractos naturales
ya que la constancia en la composición de la materia prima no puede ser predecida, por lo cual
se debe esperar cierta variabilidad, como fue el caso en este estudio.

Por medio de esta serie de experimentos, fue posible confirmar el papel potencial de las
aminas biogénicas y las feromonas en términos de atracción y estimulación alimenticia.
Adicionalmente, el presente estudio confirma que no solo los movimientos antenulares sino la
secuencia completa de comportamientos de búsqueda de alimento, como lo describen Harpaz et
al. (1987) puede ser inducida por la adición de un solo quimioestimulante. Sin embargo estos
resultados pueden ser considerados solo como validos para adultos M. rosenbergii ya que los
patrones de alimentación y de selección alimenticia varían a través del ciclo de vida de los
crustáceos. En particular, las etapas larvales tienen diferentes hábitos alimenticios, así los
quimioatractantes y estimulantes a los cuales responden cambian con el tiempo (Lee y Meyers,
1996a y 1996b). A este respecto, se ha reportado que las etapas larvales de los crustáceos
dependen más de encuentros al azar con las partículas alimenticias para atraparlas (Kurmaly et
al., 1990).

Un hecho que debe ser considerado es que la validez de los resultados se puede ver alterada
por las concentraciones utilizadas, particularmente en el caso de las aminas biogénicas. Este
parámetro resulta ser especialmente delicado, ya que existen antecedentes de efectos nocivos al
utilizar las aminas biogénicas en grandes concentraciones (Smith, 1990; Cowey y Cho, 1992).
En el otro extremo, si no se adiciona una concentración suficiente es probable que su efecto
como atractante se vea limitado. Esta consideración no debería prejuiciar el eventual uso de
éstas moléculas, puesto que se encuentran normalmente en todos los organismos vivos y
cumplen con funciones biológicas particulares. Entre las funciones de la putrescina en el
metabolismo de los organismos destaca que es esencial para el crecimiento celular y se cree que
tiene un papel importante en la síntesis del DNA, RNA y proteínas (Pegg, 1984). También se
le atribuye un rol en la estabilización de los ribosomas y un aumento en la absorción de
aminoácidos por las células. Además, la Putrescina puede tener un papel promotor de crecimiento
(Smith, 1990). Por otro lado, afectan las actividades de ciertas enzimas y en adición la Putrescina
puede proteger a las células de un shock osmótico (Pegg, 1986, citado por Cowey y Cho, 1992).

En términos de aplicabilidad, la producción de aminas biogénicas resulta simple y poco
onerosa (Susuki et al., 1994) y debe ser preferida a la adquisición de moléculas puras, ya que su
precio aún a las concentraciones probadas, permanece alto (e.g. 1 kg de cadaverina = 203 USD).
En el caso de las feromonas su utilización implica la necesidad de sintetizar las moléculas, pero
pueden tener cierto potencial en los cultivos monosexuales o en la separación de sexos. Es
necesario emprender un experimento en el que se estudie el efecto dosis - respuesta, igualmente
resulta indispensable encontrar el umbral para la concentración funcional mínima y observar el
efecto de estas moléculas al ser mezcladas con otras que pudieran potencializar su respuesta.
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Adicionalmente se requieren correr pruebas paralelas de sustancias preparadas a partir de
tejidos en descomposición.

Finalmente, la relevancia de este estudio se vió reflejada en el hecho de que la adición de
diferentes atractantes promovió un aumento significativo en el consumo de la dieta comercial la
cual ya contenía algunas fuentes de atractantes. Este aspecto es particularmente importante ya
que la detección del alimento y su ingestión determinan finalmente el valor comercial de una
dieta (Lee y Meyers, 1996b; Takeda y Takii, 1992).

CONCLUSIONES

Las moléculas utilizadas en el presente estudio resultaron ser atractantes e incitantes,
destacando las aminas biogénicas Cadaverina y Putrescina. Este es un dato sumamente interesante
tomando en cuenta que en la naturaleza la mayoría de los decápodos, debido a sus hábitos
alimenticios, tienen marcadas preferencias por material en descomposición de origen animal o
vegetal.

En lo que respecta a los testigos positivos, la ventaja del atractante comercial sobre el
extracto de calamar es su consistencia en la composición, mientras que el extracto de calamar
puede mostrar en algunas ocasiones buenos resultados, su composición depende de la especie,
el tamaño, el estado fisiológico y su nutrición.

Las diferencias en atracción que se presentaron entre hembras y machos indican que las
muestras de orina efectivamente presentaban actividad �feromonal�, ya que solo los machos
eran atraídos hacia el estímulo. A pesar de no haber mostrado buenos resultados con hembras
como los otros atractantes, existe cierto potencial para que estas pueden ser utilizadas en
cultivos monosexuales de Macrobrachium rosenbergii.

Tomando en cuenta que el alimento representa entre el 50 y 60% de los gastos de operación
en una granja de langostino, el uso de atractantes es una buena opción para mejorar las condiciones
de cultivo y por lo tanto incrementar la rentabilidad del mismo.
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RESUMEN

Durante los últimos años, el uso de los inmunoestimulantes ha ganado mayor interés como
una valiosa alternativa al uso de antibióticos y vacunas en la lucha contra las enfermedades
infecciosas de peces y camarones para cultivo.

Actualmente diversos productos se encuentran disponibles en el mercado, todos asegurando
efectos positivos en la resistencia de las especies para acuicultura.

En este artículo se hace la comparación de diversas sustancias y su efecto con diferentes
parámetros inmunológicos de sangre y sobrevivencia después de la infección bacteriana.

Se demostró que los resultados no siempre son consistentes; aun así la interpretación critica
es necesaria para la selección final de los productos más eficientes.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son aún la principal amenaza para el desarrollo exitoso de la
industria de la acuacultura. La instalación de programas de manejo sanitario se vuelve cada vez
más importante. Parte de estos programas involucra estrategias para prevenir las pérdidas por
agentes infecciosos: prácticas básicas de buen manejo, quimio-terapia, vacunación, probióticos
e inmunoestimulantes, todas las formas de actuar contra los invasores patógenos.
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Las desventajas en el empleo de los antibióticos están bien descritas (creación de resistencias,
efectos ambientales,... (Dixon, 1994). Una estrategia opuesta consiste en el uso de probióticos. Este
campo resulta promisorio aunque aún se encuentra en fase experimental, pero comienza a tener un
importante papel (Garriques y Arevalo, 1995). La vacunación ofrece la mejor prevención contra
enfermedades específicas, pero todavía no existen vacunas efectivas contra un gran número de
patógenos bacterianos y virales de importancia comercial. Aunado a esto, la vacunación no es
aplicable a larvas o estadios tempranos de juveniles de peces y camarones los cuales tienen un
sistema inmune poco desarrollado y depende de un sistema inmune no específico (Josefsson, 1993;
Söderhall y Cerenius, 1992). En este respecto la aplicación de sustancias, mejoradoras de la resistencia
no específica, esta tomando un papel muy importante en el control de enfermedades en la acuacultura.
Aquí es donde la relación entre salud y nutrición se vuelve claro; el estado nutricional se considera
uno de los factores importantes que determinan la habilidad de peces y camarones para resistir a
infecciones. La deficiencia en ciertos nutrientes producirá problemas de salud, los animales enfermos
requerirán dosis mayores determinados nutrientes para ser capaces de combatir la infección. Entonces,
es un reto para la investigación en nutrición de camarón desarrollar dietas que produzcan entre otras
cosas, una mejor resistencia a enfermedades. En este artículo una pequeña revisión de literatura
presenta las diferentes sustancias que se sabe afectan las respuestas inmunológicas. La parte
experimental presenta estudios en los cuales diferentes productos inmunoestimulantes son evaluados
en diversas especies de larvas y en camarones y peces en crecimiento.

INCREMENTO EN LA INMUNIDAD POR LA INCORPORACION DE
INMUNOESTIMULANTES EN EL ALIMENTO

Diversos artículos reportan el efecto de megadosis de vitamina C y E sobre el incremento de
la inmunidad: Dietas con alto contenido en vitamina C incrementan la resistencia al estres de
postlarvas de P. monodon y P. vannamei. El pez plano (Turbot) y P. vannamei muestran mayor
resistencia a infecciones con Vibrio anguillarum y Vibrio harveyi respectivamente (Kontara et
al., 1996; Merchie et al., 1996a, 1996b).Waagb (et al. (1994) probaron diferentes niveles de 40
a 4000 ppm de vitamina C en el salmón del Atlántico, obteniendo incremento en la sobrevivencia
después de infectarlos con Aeromonas salmonicida, incrementando la lisozima y la actividad de
complemento con el nivel de 4000 ppm de vitamina C. En turbot los niveles de 2000 ppm de
vitamina C incrementaron la lisozima del suero y la actividad fagositosa del bazo (Roberts et al.,
1995).

Existen reportes contradictorios sobre las dosis de vitamina E que influye en las respuestas
inmunes: una deficiencia de vitamina E reduce la inmunidad celular y humoral de la trucha
arcoiris pero no del salmón del Atlántico y salmón Chinook (Lall y Olivier, 1993). Blazer
(1992) probó niveles entre 7 y 800 ppm en la resistencia a enfermedades del salmón del
Atlántico demostrando que solo los niveles más bajos producen mortalidad después de la
infección y promueven la actividad complementaria.

Los efectos y requerimientos dependen de los lípidos y los niveles de HUFA en las dietas.
El posible papel de la astaxantina ha sido demostrado por Verlhac et al. (1996) en la trucha
arcoiris, con niveles de 50 a 400 ppm, se mejoro la fagocitosis.

Marleen Dehasque, Van Assche, J. y Devresse, B.
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Los inmunoestimulantes por definición son químicos, drogas, estresantes o acciones que
elevan el mecanismo de las defensas no específicas o la respuesta inmuno-específica (Anderson,
1992). Una revisión de todos los posibles inmunoestimulantes, adjuvantes y vacunas empleados
actualmente en la acuicultura son descritos por Anderson (1992).

Devresse et al. (1996) revisa los productos disponibles en el mercado. Los glucanos son
probablemente el grupo más popular de los inmunoestimulantes, si se considera la disponibilidad
en el mercado. Estos polisacáridos, compuestos por enlaces b-1.3 y b-1.6 forman parte de la
pared celular de las levaduras y hongos. Los glucanos han sido usados en diferentes estudios
sobre la respuesta inmune en peces y camarones. La mayoría de los artículos tratan sin embargo,
con la administración por inyección, frecuentemente como un adjuvante para mejorar la eficacia
de la vacunación (Chen y Ainsworth, 1992; Jorgensen et al., 1993, Rorstad et al., 1993). La
administración oral es menos descrita (Yoshida et al., 1995; Skjermo et al., 1995). La mayoría de
las publicaciones tambien trata con adultos de Salmonidos. Aunque existen algunas publicaciones
sobre la aplicación en camarón, estas son limitadas (Sung et al., 1994; Newman, 1995). Por
estas ultimas razones, este artículo describe experimentos que han sido realizados con algunas
especies de peces y camarones marinos. Debido a la poca información disponible sobre respuestas
inmunológicas no específicas de los primeros estadios, también fueron realizados experimentos
con larvas.

EXPERIMENTOS CON CAMARONES PENEIDOS

1.ESTADIO LARVAL

Larvas de P. indicus fueron cultivas en frascos de 10 litros (temperatura 29oC, salinidad 32
ppt) desde PZ1 usando dos tratamientos: 50% alimento vivo (10 células/ml Tetraselmis, 20
celulas/ml Skeletonema) más 50% de una de las dos dietas (4mg/litro). Ambos alimentos fueron
hechos con una dieta estándar para larvas (Lansy ZM-INVE Bélgica) suplementada o no con
una mezcla de inmunoestimulantes seleccionados (+IS). Al alcanzar el estadio PZ3, las larvas
fueron transferidas a matraces bola de 2 litros (12 matraces, 100 ind./matraz, con seis matraces
replica cada tratamiento). Por cada tratamiento 3 matraces fueron inoculados con bacterias
(Vibrio harveyi BP04), permaneciendo tres tratamientos control. Después de 48h de la
introducción de la bacteria, todos los matraces fueron muestreados haciendo un conteo de las
larvas sobrevivientes.

Los resultados se muestran en la Figura 1. La sobrevivencia en las larvas no infectadas fue
ligeramente superior en los animales alimentados con el inmunoestimulante aunque no
significativamente (90% contra 80%). Sin embargo, en las larvas infectadas, la sobrevivencia se
redujo a 54% y 13% en las larvas alimentadas con inmunoestimulante y las larvas alimentadas
con la dieta control respectivamente.

A pesar de la alta variabilidad entre replicas, la sobrevivencia tras la infección bacteriana fue
mayor en los tratamientos de las larvas alimentadas con dietas con inmunoestimulantes.

Evaluación de los efectos de la administración oral de immunoestimulantes en las
enfermedades de especies para acuacultura



Avances en Nutrición Acuícola III406

                   

�

��

��

��

��

��

��

��

��

��

���

FRQWURO 'HVDILDGRV

�
�6
RE
UH
YL
YH
Q
FL
D

/DQV\�=0

/DQV\�=0�,6

Figura 1. Sobrevivencia de larvas de camarones peneidos después
de ser sometidas a un desafío con Vibrio harveyi

2.ESTADIO POSTLARVAL

A. Stresspak (INVE, Bélgica) es una vitamina y fortificante antiestresante para camarón.
Esta dieta contiene niveles altos de vitamina C y E, y es empleada como suplemento
parcial de la ración alimenticia.

El propósito de la dieta es fortificar al camarón antes y después de la siembra en estanques,
así mismo, una fortificación semanal es recomendada para prevenir debilitamiento del animal
por diversos factores estresantes.

Postlarvas de P. indicus fueron cultivadas a lo largo de sus diferentes estadios, con una dieta
viva. Las postlarvas PL fueron sembradas a una densidad de 4 PL/l en contenedores plásticos
de 5l con agua marina filtrada (5 mm) (salinidad 33 g/l, temperatura 27.5o C, pH 8.1). Los
recipientes fueron parcialmente sumergidos en baño María con calentador con termostato. El
primer día después de la siembra, se hizo un recambio de agua del 50% y después un recambio
del 100% cada tercer día. Una piedra aereadora abasteció el cultivo con aereación ligera. Se
evaluaron tres tratamientos con tres replicas. FP+150 Ultra (INVE AQUACULTURE nv,
Bélgica), fue usado como dieta control y comparado con la misma dieta substituida parcialmente
(30 y 50%) con Stresspak. Los camarones fueron alimentados ad libitum dos veces al día,

Marleen Dehasque, Van Assche, J. y Devresse, B.
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después de sifonear las heces y alimento no consumido. Los camarones fueron cultivados por
14 días. La sobrevivencia y el crecimiento (medición longitudinal) fueron monitoreados cada
tercer día.

Los resultados obtenidos de sobrevivencia y crecimiento se presentan en las Figuras 2 y 3
respectivamente.
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Figura 2. Sobrevivencia de postlarvas de P. indicus durante 2 semanas de
alimentación con Frippak+150 ultra parcialmente reemplazado por Stresspak

Evaluación de los efectos de la administración oral de immunoestimulantes en las
enfermedades de especies para acuacultura
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Figura 3. Crecimiento de postlarvas de P. indicus durante 2 semanas de alimentación
con Frpak+150 parcialmente reemplazado por Stresspak

En el estadio PL15, un reemplazo de FP+150 en un 50% mostró un incremento significativo
en sobrevivencia y crecimiento comparado con el control, mientras que una substitución de
30% dio resultados intermedios. El crecimiento fue similar en los tres grupos hasta el sexto día;
del octavo en adelante ambos grupos de Stresspak demostraron un crecimiento más rápido que
el control.

B. Para los animales demasiado jóvenes para ingerir dietas artificiales, un nuevo producto
microencapsulado (Dry Immune Selco, INVE Bélgica) ha sido desarrollado para
incrementar la resistencia a enfermedades y estres mediante el enriquecimiento de rotíferos
Artemia. Esta dieta igualmente es rica en diversos inmunoestimulantes, entre ellos
vitamina C y E. Igualmente el propósito es fortificar a las postlarvas de camarón justo
antes y después de sembrar en los estanques. El experimento fue realizado a escala de
producción: Postlarvas PL10 fueron sembradas a la densidad de 100 PL/l en tanques de
8 m3 con agua marina filtrada (salinidad 25 ppt, 30o C). Fueron alimentados con
Artemia no enriquecida (control) y Artemia enriquecida con DIS por 5 días, de PL11 en
adelante. La resistencia al estrés fue monitoreado diariamente con un shock de salinidad.
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Evaluación de los efectos de la administración oral de immunoestimulantes en las
enfermedades de especies para acuacultura

Después de 24 horas de la primera alimentación el efecto del DIS es claramente observado
en las gráficas de mortalidad (Figura 4): 20 % en los grupos enriquecidos con DIS contra
90 % en aquellos grupos no enriquecidos.
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Figura 4. Mortalidad acumulada de P. monodon (PL12) después de un
shock de salinidad a 0 ppt alimentados con Artemia enriquecida con DIS

EXPERIMENTOS EN PECES

1. ESTADIOS LARVALES Y JUVENILES

A El mismo producto enriquecedor DIS fue evaluado en larvas de peces. Larvas de 28 días
fueron distribuidas en tanques de 30 l a densidades de 45 peces/tanque en un sistema de
recirculación (salinidad 30ppt, 22o C). Los peces fueron alimentados con Artemia
enriquecida con DIS contra Artemias enriquecidas con Selco durante 10 días. Después
fueron infectados por inmersión en una suspención de 8x104 Vibrio anguillarum/ml. Un
control no infectado fue sumergido en agua del cultivo bajo condiciones similares. La
sobrevivencia de ambos, peces infectados y no infectados, fue monitoreada por una
semana.

En la Figura 5 se presenta la sobrevivencia 7 días después de la infección. En ambos grupos
de no infectados la sobrevivencia era cercana al 100%. Los peces infectados alimentados con
Artemia enriquecida con DIS sobrevivieron la exposición al patógeno mejor que el control, sin
embargo, la variabilidad entre replicas fue bastante alta.
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Figura 5. Sobrevivencia de alevines de �turbot� alimentados con Artemia
enriquecida con DIS una semana después del desafío bacteriano

B Una dieta enriquecida con vitaminas (Lansy Dynamic, INVE, Bélgica), similar a Stresspak
ha sido desarrollada para peces. Cabrillas europeas de 70 días, fueron alimentadas por
una semana con dietas estándar para larvas (Epac, INVE, Bélgica), remplazada o no con
50% de Lansy Dynamic. Después se infecto con inmersiones de una suspención de
6x10 6 Vibrio anguillarum/ml. La sobrevivencia se monitoreo después de una semana.
Los peces alimentados parcialmente con Lansy Dynamic sobrevivieron la infección
bacteriana mejor que el control, aunque la variabilidad en los mismos tratamientos fue
alta (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivencia de alevines de sea bass europeo después
de un desafío con Vibrio anguillarum

2.ESTADIOS LARVALES: EVALUACION DE INMUNOESTIMULANTES
COMERCIALES

Debido a la gran cantidad de productos en el mercado, no resulta claro para el formulador de
dietas balanceadas cual elegir. El propósito del siguiente experimento fue comparar diversas
sustancias comerciales en diferentes especies para finalmente seleccionar los productos con los
mejores resultados para proponerlas bajo la forma de premezclas formuladas.

A Cabrillas europeas con peso promedio de 8 g fueron confinadas en tanques de 500 L y
alimentadas por 9 semanas con 4 diferentes dietas: una dieta control y tres dietas
experimentales cada una de ellas conteniendo diferentes derivados de levadura. Una
proporción de los peces fueron infectados con Vibrio anguillarum, y la otra parte se
empleó para muestreo de sangre y determinar la actividad lisozímica. Mortandades
acumuladas después de una semana de la infección se observan en la Figura 7 y los
valores de la actividad de la lisozima en la Figura 8. Solo un producto suministrado dio
mejor protección después de la infección (producto experimental INVE). Tanto el
inmunoestimulante A como el producto experimental INVE dieron niveles de lisozima
más altos que el control, en estos resultados no hubo evidente correlación entre ambos
criterios. La variabilidad nuevamente fue alta en los resultados de lisozima, lo cual
dificulta la representación de una conclusión final en la prueba.
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Figura 7. Mortalidad acumulada en sea bass alimentados con diferentes
inmunoestimulantes durante una semana después del desafío
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Figura 8. Actividad lisozima de sea bass después de un período de
alimentación de 2 meses con diferentes inmunoestimulantes
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B Larvas de salmón del Atlántico fueron alimentadas desde su primera alimentación con 8
diferentes dietas durante 6 semanas. Una dieta control fue comparada con 4 dietas
conteniendo cada una diferentes productos de levadura y otras 3 dietas conteniendo
diferentes fuentes de glucano. La infección experimental se realizó con Vibrio anguillarum
y la sobrevivencia se monitoreo una semana después. La sobrevivencia final de ambas
series se presenta en las Figuras 9 y 10. En el tratamiento control se observó 20% de
sobrevivencia mientras que en el blanco (peces no infectados) se observó una
sobrevivencia del 93%. La sobrevivencia en los tratamientos con levadura variaron de
65 y 83%. La levadura fresca mejoró la sobrevivencia significativamente (56.4% contra
22.8% del control). Resultados semejantes fueron obtenidos con levaduras comerciales
secas (pl. levadura , 62.2%). En los otros dos tratamientos en los cuales se trato
químicamente la levadura fresca, el tratamiento mas fuerte (levadura tr2) resultó con la
mayor sobrevivencia (83%). La sobrevivencia en los tratamientos con glucano varió
entre 30 y 80%, con la mayor sobrevivencia en los peces alimentados con glucano
proveniente de hongos. El glucano proveniente de cebada no tuvo efecto en la resistencia
de la enfermedad (cadenas de glucosa con carencia de b-1.3).
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Figura 9. Sobrevivencia de alevines de salmón del Atlántico alimentados con
diferentes productos a base de levadura, una semana después de desafío

Evaluación de los efectos de la administración oral de immunoestimulantes en las
enfermedades de especies para acuacultura
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Figura 10. Sobrevivencia de alevines de salmón del Atlántico alimentados con
diferentes productos a base de glucanos, una semana después de desafío

C Truchas arcoiris (200g) fueron alimentadas con dietas que contenían diferentes
inmunoestimulantes comerciales durante 4 semanas. Cada pez fue marcado
individualmente y por grupo. 2x7 peces fueron monitoreados individualmente
muestreando sangre al comienzo, después de 2 y 4 semanas. De esta manera la variabilidad
interindividual podría controlarse. Los parámetros inmunológicos de la sangre probados
fueron la actividad lisozima en el suero, valores de NBT (Nitroblue Tetrazolium),
hematocrito y leucocrito.

En la Figura 11 se presenta la diferencia porcentual de la actividad lisozima (unidades/ml)
entre el principio y final de la prueba. La actividad lisozima del control y de los tratamientos Ea
permaneció bastante constante, demostrando que no hubo ninguna activación del sistema
inmunológico, respecto a este parámetro. Por otro lado, los tratamientos A y Eb mostraron un
incremento en la actividad lisozima, sin embargo, los resultados fueron enmascarados por una
enorme variación estándar: los valores presentados son promedios de 7 valores por grupo. La
Figura 12 muestra valores de NBT para los diferentes tratamientos en función del tiempo. La
caída después de 2 semanas fue correlacionada con la ruptura de una bomba de agua del sistema
experimental. Los peces se estresaron, lo cual se reflejo inmediatamente en el sistema
inmunológico. Esto cuestiona la metodología regular para toma de sangre; el estrés provocado
por esta manipulación influirá las respuestas inmunológicas y enmascarara los efectos por
diferentes tratamientos. Por esa razón, un experimento similar se realizó en donde la muestra de
sangre fue tomada al final del experimento y se comparó con los valores de NBT entre los
tratamientos después de un período de alimentación de 3 semanas; esos resultados se muestran
en la Figura 13. Comparados con el control, ambos tratamientos A y Eb tienen altos valores de

Marleen Dehasque, Van Assche, J. y Devresse, B.
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NBT, aunque la variabilidad entre tratamientos iguales fue nuevamente significativa (valor
promedio de 20 peces). Los valores de hematocrito (en porciento) para cada tratamiento al
comienzo y final de la prueba se presentan en la Figura 14. Este parámetro fue medido para
determinar la influencia de muestreos repetitivos sobre el pool de células sanguíneas y el
sistema inmunológico de los peces. Los valores permanecieron más bien estables, indicando que
los peces poseen la habilidad de regenerar su pool de células rojas muy rápido. Sin embargo, los
niveles de leucocitos (Figura 15) disminuyeron significativamente para todos los tratamientos
excepto el tratamiento Eb, indicando que los peces no regeneraron su pool de las células blancas
sanguíneas. Al tomar muestras de sangre a intervalos regulares el sistema inmunológico de peces
fue lastimado, lo cual cuestiona esta metodología para valorar los efectos de diferentes
inmunoestimulantes.
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Figura 11. Diferencia porcentual de actividad lisozima (unidades/ml) entre el
final y el comienzo de un período de alimentación (4 semanas) en suero

de trucha arcoiris alimentada con diferentes inmunoestimulantes.
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Figura 12. Niveles de NBT en suero de trucha arcoiris alimentada con
diferentes inmunoestimulantes en función del tiempo
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Figura 13. Niveles de NBT en suero de trucha arcoiris después de tres
semanas de alimentación con diferentes inmunoestimulantes
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Figura 14. Nivel de hematocrito de truchas arcoiris alimentadas con
diferentes glucanos comerciales (al inicio y al final del experimento)
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Figura 15. Nivel de leucocitos en truchas arcoiris alimentadas con
diferentes glucanos comerciales (al inicio y al final del experimento)

La Figura 16 presenta la relación neutrófilo:linfocitos por cada tratamiento. En todos los
tratamientos esta relación disminuyó abruptamente después de 2 semanas. Esto es proba-
blemente debido a una limfofonemia aumentada. Posiblemente los peces estresados aumentaron
su concentración de cortisol lo que afectó esta relación. Estos resultados confirman nuevamente
la influencia de los muestreos sanguíneos en los parámetros inmunológicos.
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Figura 16. Relación de linfocitos:neutrofilos de truchas arcoiris alimentadas con
diferentes glucanos comerciales (al inicio y al final del experimento)

CONCLUSIONES

Es posible aumentar la resistencia al estrés y/o infección bacteriana en larvas de peces y
camarones por administración vía oral de inmunoestimulantes. Por medio del enriquecimiento
de alimento vivo o por reemplazo parcial de dietas artificiales respectivamente con emulsiones
o dietas secas enriquecidas con sustancias inmunoestimulantes, se puede incrementar la
sobrevivencia de larvas de peces y camarones después de una infección bacteriana. Para fortificar
postlarvas de camarón antes y después del confinamiento en estanques y para permitir condiciones
optimas en larvas de peces antes de la clasificación y transporte el mismo principio puede
aplicarse.

Los tres ensayos en donde diferentes inmunoestimulantes fueron evaluados a la vez �in
vivo� e �in vitro� mostraron que:

- Los efectos difieren entre tratamientos, llevando a la selección del producto más eficiente.

Evaluación de los efectos de la administración oral de immunoestimulantes en las
enfermedades de especies para acuacultura
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- No se demostró una clara relación entre los parámetros inmunológicos de la sangre y la
resistencia a un patógeno mostrada por medio de un infección experimental.

- Simples productos de levadura están actuando de manera similar a algunos glucanos
- Existe una alta variabilidad dentro de un mismo tratamiento debido a una significativa

heterogeneidad inter-individual, claramente demostrada en los valores de lisozima y
NBT

- Los peces se estresan muy facilmente lo cual afecta el sistema inmunológico.
- Muestrear sangre del mismo pez afecta su sistema inmunológico e interfiere con el

efecto de los inmunoestimulante.
- Una infección experimental es de cualquier modo necesaria para completar las pruebas

sanguíneas

Todos estos fenómenos demuestran que la evaluación de los inmunoestimulantes no es tan
evidente. En tales bioensayos una alta variabilidad es inevitable y por lo tanto es de la mayor
importancia, elegir el sistema y diseño experimental adecuado. Antes de hacer una conclusión
final de este tipo de experimentos, es necesaria una interpretación crítica de las condiciones y de
los resultados de la prueba.
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INTRODUCCION

En la última década se observa un incremento sustancial en el número de trabajos científicos
publicados en nutrición de camarones, enfocados a determinar los requerimientos de los
principales nutrientes en las diferentes especies y fases de producción. Dentro de esta área, en
los últimos cinco años, varios trabajos han sido publicados evaluando el uso de un carotenoide
(astaxantina), ya sea como pigmentante o como un nutriente en diferentes especies de Penaeus.
(Arango G. 1993, Arango et al. 1994, 1995, Chien y Jeng 1992, High 1995, Kurmaly 1993,
1994, 1995, Kurmaly y Latscha 1993, Latscha 1989, 1991, 1991A, Menasveta 1993, Menasveta
et al. 1993, Miki 1991, Negre-Sadargues G 1993, Pedraza et al. 1996 y Yamada et al. 1990).

Los crustáceos silvestres son considerados particularmente ricos en carotenoides. La
concentración de carotenoides totales encontradas en diferentes especies de camarones varía
desde 50 mg/kg hasta 500 mg/kg de tejido, y en algunos estados larvales se reportan
concentraciones hasta de 800 mg/kg. de tejido. Dentro de los carotenoides totales, una amplia
gama de estos han sido identificados, no en tanto, el más importante en crustáceos es la
Astaxantina (Latscha 1989).

Los crustáceos son incapaces de sintetizar la Astaxantina, por lo cual, dependen de una
adecuada ingestión. En el caso particular de los camarones, son capaces de oxidar y convertir el
b-caroteno, la zeaxantina y otros pigmentos intermedios en Astaxantina. Sin embargo, la
proporción molecular necesaria de cada uno de los carotenoides para obtener una molécula de
Astaxantina es extremadamente alta, por lo cual es un proceso metabólico altamente ineficiente
(Latscha, 1989 y 1991).
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La Astaxantina es un oxycarotenoide derivado del b-caroteno, y consiste de una larga
cadena de carbonos poli-insaturada con grupos funcionales tanto al inicio como al final de la
cadena. En la naturaleza se presenta como una mezcla de tres isómeros ópticos denominados
3S,3�S; 3S,3�R y 3R,3�R, los cuales son responsables por cerca del 65% al 90% del total de
carotenoides presentes en el cuerpo de los crustáceos (Latscha 1989).

En los crustáceos, la pigmentación es debido a la presencia de la Astaxantina en el caparazón
o exoesqueleto y la hipodermis. En estos dos tejidos, en asociación con el hepatopáncreas, se
deposita entre el 58% al 90% de toda la Astaxantina depositada en el cuerpo.(Latscha 1991).

 Según Chien y Jeng (1992), del total de Astaxantina depositada en el cuerpo de P. monodon,
aproximadamente el 45% esta presente en la cabeza, la cual incluye el hepatopáncreas, el 28%
en el caparazón y el 24% en la cola.

En el caso específico del P. vannamei, aproximadamente el 65 % del total de carotenoides
depositados en el cuerpo es Astaxantina, el 5% es el 7,8 dihidroastaxantina y el 30% una mezcla
de varios carotenoides.

La Astaxantina en crustáceos esta presente en tres diferentes formas: la primera, en forma
libre. Esto es, sin esterificar la forma oxycarotenoidea. Segunda, la forma esterificada. La cual
puede estar esterificada con una o dos cadenas largas de ácidos grasos, tales como: ácido
palmitico, oleico, estearico y linoleico; y la Tercera, Astaxantina libre o esterificada asociada a
proteínas, tales como, carotenoproteínas y carotenolipoproteínas. Esta asociación con proteínas
es responsable por el color característico de los crustáceos. Las formas esteres generalmente
representan la gran mayoría de la Astaxantina depositada en los tejidos (Latscha, 1989).

Varias funciones fenológicas y/o fisiológicas han sido reportadas en la literatura para los
carotenoides en especies acuícolas, en nuestro caso específico, la Astaxantina. Fenológicas,
tales como: comunicación entre organismos, camuflaje, reproducción y fisiológicas como:
protección de membranas celulares, antioxidante intracelular, mejoramiento de respuesta
inmunológica no específica y reserva de oxígeno intracelular. (Bendich 1989, Chien y Jeng
1992., Estermann 1994., Goodwing 1986., Kurashige 1993., Kurmaly 1993, 1994, 1995.,
Kurmaly y Guo 1995., Kurmaly y Latscha 1993, Latscha 1989, Menasveta 1993, Menasveta
et al. 1993 y Miki 1991, Prabhal et al... 1989).

Estudios fisiológicos han demostrado que la Astaxantina en camarones incrementa la
tolerancia al estrés, mejora la respuesta inmune, estabiliza la pared celular, puede ser una
reserva intracelular de oxígeno y cumple la función como protector intracelular al quelatar los
radicales libres (Menasveta 1993).

Según Miki (1991), la Astaxantina por naturaleza, tiene la habilidad de quelatar sustancias
tóxicas, protegiendo el ambiente intracelular de los organismos. Bajo condiciones normales, el
metabolismo celular produce rutinariamente productos tóxicos tales como: peróxido, radicales
libres y otros productos fruto de la oxidación celular. Los cuales, a menos que sean quelatados,

José Ignacio Arango G.
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afectarán las estructuras químicas de las organelos celulares. La potencia de la Astaxantina como
quelatador de radicales libres, en último término antioxidante, es aproximadamente 2500 veces
la potencia de la vitamina E. Vitamina conocida como el mayor antioxidante intracelular. Esto
coloca a la Astaxantina como el mayor antioxidante celular en crustáceos.

Para Kurashige et al. (1990) citado por Meyers S., (1994), la Astaxantina protege las
membranas celulares del proceso oxidativo, por inhibición de la peroxidación lipídica
mitocondrial, lo cual reafirma su enorme capacidad como antioxidante biológico. Además, la
información existente nos indica que, la Astaxantina es capaz de funcionar como donador de
oxígeno en ambientes donde la presión parcial de oxígeno es extremadamente baja; por ejemplo,
en el huevo, en células con rápido crecimiento y en piscinas con alta concentración de sedimentos
(Menasveta 1993). Esto permite a las células y los tejidos de crustáceos, en nuestro caso
especíiico en camarones existir, sobrevir y tener un óptimo desarrollo en ambientes con
características estresantes (Chien y Jeng 1992).

Según Menasveta (1993), Bendich (1989) y Prabhal et al. (1989) la formación de complejos
caroteno-proteínas y caroteno-lipo-proteínas de alta densidad, permiten que los carotenoides y
la Astaxantina, influyan positivamente en la estabilidad de la membrana celular, en las reacciones
intracelulares que aumente la respuesta inmunológica de los animales, tanto específica como no
específica.

En condiciones prácticas los crustáceos están sometidos a continuos procesos de estrés,
fundamentalmente debido a cambios en el medio ambiente, como: temperatura, salinidad, nivel
de oxígeno, fluctuación de pH, incremento del amonio, producción de nitritos, nitratos y presencia
de otros poluentes.

Bajo estas circunstancias los crustáceos, y en nuestro caso específico, los camarones, tiene
tres rutas fisiológicas por escoger dependiendo del tamaño del estrés y el estado nutricional de
éstos. La primera, es adaptarse y controlar fisiológicamente los efectos del estrés; la segunda, es
modificar algunos procesos fisiológicos que permitan sobrevivir ante la presencia del estres y la
tercera, es sucumbir ante el estrés, al no adaptarse a éste efecto externo.

En el organismo existe una gama de nutrientes, los cuales, son utilizados para combatir el
desbalance fisiológico generado por el estrés y la Astaxantina es uno de los principales.

Kurmaly y Guo (1995), evaluaron el efecto de diferentes tipos de estrés, ya sea, alta
concentración de amonio, bajo oxígeno disuelto y baja temperatura, en la movilización de
Astaxantina en el cuerpo de camarones, Penaeus monodon. Estos camarones fueron alimentados
previamente con altas dosis de Astaxantina por espacio de seis (6) días para garantizar niveles
altos de depósito en el cuerpo. Los autores reportaron una disminución significativa en el
depósito de Astaxantina en el cuerpo, hepatopáncreas y ojo de camarones, después de ser
sometidos a estrés por baja temperatura y bajo oxígeno disuelto en el medio. No se observó
efecto significativo de las altas concentraciones de amonio.

Resumen de la evaluación sobre la utilización de astaxantina en nutrición de camarones
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Actualmente, existen fuertes evidencias científicas, las cuales nos permiten afirmar que la
Astaxantina es un nutriente esencial para la maduración de camarones (High, 1995), para
mejorar la producción (Arango et al.1994, Arango et al. 1995., Chien y Jeng 1992., Kurmaly
1993, 1994, 1995., Kurmaly y Latscha 1993., Latscha 1992., Menasveta 1993., Pedraza et al.
1996 y Yamada et al. 1990) y es el carotenoide especifico para mejorar la pigmentación de los
camarones (Arango 1993., Chien y Jeng 1992., Latscha 1989., 1991 y 1991A, Menasveta et al.
1993 y Yamada et al. 1990).

High (1995), evaluó en el sistema de maduración de la compañía Playaespec S.A. del grupo
Langostinos Ecuatorianos, Lanec S.A. el uso de astaxantina (213 ppm del total de materia seca
ofrecida por día) en doce (12) tanques de cemento forrados con plásticos de PVC negro. La profundidad
del agua fue de 30 cm, el recambio diario de 200% y la temperatura del agua entre 27 a 29o C. Fueron
usadas reproductoras pescadas en la zona de San Pablo, Provincia del Guayas, Ecuador. Durante el
mes y medio que duro la prueba se tuvo producción de nauplii en tres periodos de dos días cada uno.
Las hembras eran inseminadas artificialmente y después del desove devueltas a sus tanques de
origen. En esta evaluación se encontró diferencia significativa (P â 0.005) en la frecuencia de desoves
por día de hembras, Penaeus vannamei, alimentadas con astaxantina comparadas a camarones hembras
control alimentadas sin Astaxantina. No se observó diferencia significativa ( P â 0.05) en producción
de nauplii por desove y sobrevivencia de los nauplii. El número de nauplii por desove fue severamente
afectado por variación en el nivel de fertilización de los huevos, asociado a las condiciones de los
machos usados para la inseminación y en particular a su tiempo de almacenamiento. Aunque hubo
más nauplii por desove en las camarones hembras recibiendo en su dieta Astaxantina, la variación en
el nivel de fertilización no permitió encontrar diferencias significativas en éste factor.

Según High (1995), puede ser que el éxito de la astaxantina en este ensayo fue proveer un
ingrediente en forma rápida para la segunda fase de formación de la yema del huevo y el
ensamblaje del complejo carotenolipogliproteico llamado lipovitelina.

En estudios de producción, inicialmente en laboratorio, Yamada et al. 1990, encontraron
una mejora sustancial en la sobrevivencia, cuando camarones P. monodon fueron alimentados
con 50 ppm de astaxantina (90%) comparados al control (57%). Estudios adicionales, Chien y
Jeng (1992), reportaron un incremento en la sobrevivencia, superior al 30% y un mejor crecimiento
de P. japonicus suplementados con 50 ppm de Astaxantina.

Los resultados iniciales de laboratorio han sido confirmados por ensayos bajo condiciones
prácticas tanto en Tailandia, Indonesia, Colombia y Ecuador, ya sea con P. monodon, P. japonicus
o P. vannamei.

Kurmaly (1993, 1994 y 1995), Kurmaly y Latscha (1993) y Menasveta (1993) evaluaron y
confirmaron los beneficios de la Astaxantina en producción de camarones en Asia. La inclusión de
Astaxantina (50 ppm) en alimento para camarones, P. monodon, mejoró significativamente la
sobrevivencia, entre un 9% a un 25%; incrementó el total de libras cosechadas, entre un 23% al 30%;
redujo entre un 8% a un 15% la conversión alimenticia e incrementó en un 17% a un 19% el beneficio
adicional en la rentabilidad, cuando los comparamos a los grupos controles sin Astaxantina.

Tanto en Colombia como en Ecuador, Arango (1993), Arango et al.(1994), Arango et al.

José Ignacio Arango G.
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(1995) y Pedraza et al. (1996) ratificaron los beneficios productivos de la Astaxantina en P.
vannamei.

Arango (1993), reportó una mejora del 29% en el crecimiento de P. vannamei alimentados
con 50 ppm de Astaxantina en las últimas 9 semanas de producción. En un segundo ensayo,
Arango et al. (1994), evaluaron el uso de 50 ppm de Astaxantina en alimento para camarones
entre la siembra (PL12) a 4.0 gr de peso vivo y entre 8.0 gr. y peso de cosecha. En condiciones
semintensivas con densidades de 24.4 camarones por metro cuadrado y con un tres (3) porciento
de recambio diario. Esta evaluación fue realizada en dos camaroneras, Sabana Grande e Isla
Puna, con un total de once (11) piscinas, cinco (5) bajo dieta control y seis (6) recibiendo
alimento con Astaxantina (50ppm). No se observó diferencia significativa entre los tratamientos
para los principales índices productivos: Peso final, crecimiento semanal, conversión alimenticia,
sobrevivencia y total de libras cosechadas por hectárea. La falta de significancia esta asociada a
la enorme variabilidad observada entre los resultados técnicos de las dos (2) camaroneras y
desafortunadamente no había un número suficiente de piscinas en una sola en ese momento. No
entanto lo anterior, se observó un incremento de 10% en el peso final, una mejora de 16.6% en
la sobrevivencia; un incremento de 28.6% en total libras producidas por hectárea y una
disminución de 18.3% en conversión alimenticia, Tabla 1.

Tabla 1: Efecto de la Astaxantina en la producción de camarones P. vannamei.
Proyecto Camaronera Deli-Alimentsa-Roche Ecuador

Parámetros Control Astaxantina 50 ppm.

No. de Piscinas 5 6
Densidad PL/Ha 243.500 244.100
Peso Final Promedio gr. 10.9+/-1.38 12.0+/-1.16
Mejora en Crecimiento. gr. 1.1 (10.0%)
Crecimiento semanal gr. 0.608 0.62
Conversión Alimenticia 2.58+/-1.7 2.18+/- 0.3
Mejora en Conversión. -0.4 (15.6%)
Sobrevivencia. 25.8+/-7.7 30.1+/-4.5
Mejora en Sobrevivencia. 4.3 (16.6%)
No. de días. 126+/-13.3 135+/-1.2
Lb. Cosechadas / Ha. 1484.3+/-270 909.6+/-341
Incremento neto en Producción. Lbs./Ha 425.6 (28.6%)
Distribución de Tallas a la cosecha (%).
26-30 a 51-60 40.0 69.4
61-70 a 81-100 60.0 30.6

Un punto adicional se evaluó en este ensayo, el cual había sido observado en el trabajo de
Arango (1993), el efecto de al Ataxantina en la distribución de camarones en las diferentes tallas
al momento de la cosecha. En general, independiente de la camaronera evaluada, se observó una
mejora sustancial en la homogeneidad de los camarones al momento de la cosecha. Por mejora en
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homogeneidad, los lotes de camarones que recibieron Astaxantina tuvieron un precio superior al
control en 0.14 US$/libra.

Los datos obtenidos en este ensayo, fueron sometidos a una evaluación económica,
encontrándose que: por cada dólar invertido en Astaxantina se obtuvo un ingreso adicional de
4.7 dólares (US$) sobre la rentabilidad obtenida (Tabla 2).

Tabla 2 Evaluación costo/beneficio del uso de Astaxantina en dietas para
camarones. Proyecto Camaronera Deli-Alimentsa-Roche Ecuador

Parámetro Control Astaxantina 50 ppm.

Producción por Hectárea lbs/Ha. 1484.3 1909.6
Precio del Camarón US$/Lb. 3.5 3.64
Ingresos Totales. US$. 5195 6960.4
Conversión. 2.58 2.18
Consumo de Alimento Kg/ha. 1738 1890
Costo de Alimento US$/kg. 0.42 0.42
Costo de Alimento Total. US$. 730 794
Costo Astaxantina. US$. 295.3
Total Costo: Alimento+ Astaxantina. 1089.3
Utilidad. US$. 4465 5871.3
Utilidad Adicional. US$ 1406.3
Relación: Utilidad Adicional/Costo Astaxantina 4.76

Dos factores más han sido considerados dentro del proyecto de uso de Astaxantina en la
nutrición de camarones. El primero, la relación entre la Astaxantina y la densidad, Pedraza et al.
(1996), y el segundo, bajo condiciones semintensivas (25 pL/mt2), cual es el nivel ideal de
dosificación de Astaxantina en los alimentos, Arango et al. (1995). Ambos trabajos fueron
realizados con un número bajo de repeticiones, por reducida disponibilidad de espacio. Sin
embargo, de acuerdo a lo obtenido en Cartagena Colombia, Pedraza et al. (1996), podemos
concluir que: en la medida que incrementamos la densidad, de 125.000 PL/Ha a 710,000 PL/Ha
podemos esperar una mayor respuesta al uso de la Astaxantina en dietas para camarones, P.
vannamei (Tabla 3), y una mayor retorno adicional económico obtenido por dólar invertido en
Astaxantina (Tabla 4).

Tabla 3: Efecto de la Astaxantina en la producción de camarones
P. vannamei a dos densidades de siembra. Proyecto

José Ignacio Arango G.
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Océanos-Roche Colombia-Roche Ecuador

Parámetro Control Astaxantina 50 ppm.

Camaronera Oceanos Agrotijo Océanos Agrotijo
número de piscinas 1 1 2 1
Densidad PL/Ha 125.000 710.000 125.000 710.000
Peso final promedio (gr) 13.94 9.8 15.12+/-0.73 12.9
Mejora en Crecimiento. gr 1.18 (8.4%) 3.1 (31.6%)
Conversión Alimenticia. 1.51 1.4 1.39+/-0.03 1.2
Mejora en Conversión 0.12 (12.0 %) 0.2 (14.3 %)
Sobrevivencia. 58.7 37.0 57.9+/-2.7 37.8
Mejora en Sobrevivencia. 0.8 (2.2%)
No. de días. 99 138 99 138
Lb. Cosechadas/ Ha. 2262 5885 2410+/-3.3 7575
Incremento neto en
producción. Lbs./Ha 148 (6.6%) 1690 (28.7%)

Tabla 4. Evaluación costo/beneficio del uso de Astaxantina en dietas
para camarones. Proyecto Oceanos-Roche Colombia-Roche

Ecuador Camaronera Agrotijo

Parámetro Control Astaxantina 50 ppm

Producción por Hectárea lbs/Ha. 5885 7575
Precio del Camarón. US$/Lb. 1.82 2.04
Ingresos Totales. US$. 9693 14472
Conversión. 1.40 1.20
Consumo de Alimento. Kg/ha. 3773 4242
Costo de Alimento. US$/kg.0.62 0.62
Costo de Alimento Total. US$./ha 2339 2630
Costo Astaxantina. US$. 662.5
Total Costo: Alimento + Astaxantina. US$/ha. 3293
Utilidad. US$. 3579 7896
Utilidad Adicional. US$. 4317
Relación: Utilidad Adicional US$/Costo
Astaxantina US$. 6.5/1.0

En cuanto a dosis de Astaxantina y respuesta productiva, Arango et al. (1995), los mejores
resultados técnicos y la mayor rentabilidad fueron obtenidos con 50 ppm de Astaxantina. Estos
dos trabajos serán repetidos en el transcurso del próximo año en el Centro Regional de
Investigación en Acuacultura Roche-Cachugran, en Chongon. Con una mayor número de
repeticiones, para tener una mayor confiabilidad estadística.

La información acumulada en los últimos cinco años y nuestra experiencia práctica, nos
permite afirmar que el uso de la Astaxantina en alimentos para camarones no debe ser considerada
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bajo un simple concepto de presentación, pigmentación, sino como nutriente. El cual es necesario
para el mantenimiento, crecimiento y reproducción de los camarones bajo condiciones
comerciales.
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INTRODUCCION

La nutrición y el control de enfermedades son los puntos que han requerido mayor atención
por parte, no solamente de los acuacultores, sino de todos los involucrados en la producción
animal. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en el manejo de los organismos no acuáticos,
las enfermedades de los organismos acuáticos encuentran en el medio, una vía importante de
diseminación, la cual dificulta su control. Mientras que los aspectos relacionados con la nutrición
animal repercuten directamente en los gastos de operación, el control de las enfermedades es el
punto de mayor riesgo durante el desarrollo del cultivo. Los  impactos de las enfermedades
sobre la producción han sido cuantiosos, básicamente por la frecuencia con que las enfermedades
están apareciendo, su fácil diseminación y la ausencia de tratamientos efectivos.

La aparición de la enfermedad está relacionada al rompimiento del equilibrio entre: el medio
ambiente, la fisiología del hospedero y las estrategias invasoras del parásito. El control de las
condiciones del medio ambiente se dificulta por los volúmenes de agua requeridos para los
cultivos comerciales. Los tratamientos contra los agentes causales, además de ser costosos y
producir daños al medio ambiente, hasta ahora no han sido eficientes. Más aún, en el caso de
enfermedades vírales, incluyendo las que afectan al hombre, solamente se conocen tratamientos
sintomáticos, ya que aún no se comercializan compuestos antivirales, por su baja eficiencia,
reacciones secundarias y alto costo.

El tercer componente, relacionado con la fisiología del animal, parece ser el camino más
factible para controlar las enfermedades y, de ese modo, disminuir el riesgo en la inversión. El
conocimiento de la bioquímica fisiológica de los animales es un paso obligado para el planteamiento
de tales estrategias. La nutrición es el tratamiento primario para el control de las enfermedades,
ya que un organismo con deficiencias nutricionales, es más susceptible a las enfermedades, por
la ausencia de factores necesarios para el sistema de defensa.
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Por otro lado, la inmunoestimulación profiláctica ha sido una de las técnicas más exitosas,
empleadas para el control de enfermedades infecciosas en el hombre. Por ello se ha propuesto
el uso de ésta herramienta para organismos cultivables. Sin embargo, para lograr su diseño y
utilización es necesario conocer los mecanismos de defensa involucrados, los requisitos para su
estimulación, su regulación y su expresión. Desafortunadamente, en los invertebrados, poco se
conoce sobre el sistema de defensa.

EL SISTEMA INMUNE

Debido al pobre conocimiento que se tiene sobre el sistema inmune de los invertebrados, su
existencia es discutida, principalmente, por la falta de evidencias sobre la especificidad de la
respuesta y de memoria inmunológica. Estos dos elementos son necesarios para establecer una
estimulación del sistema inmune y poder utilizar el control profiláctico. El sistema inmune de
los invertebrados, hasta ahora, ha mostrado diferencias con el sistema inmune de los vertebrados,
principalmente por la ausencia de moléculas del tipo inmunoglobulina y células linfoides. Sin
embargo, se espera que el sistema de defensa en los invertebrados tenga la misma función que en
los vertebrados.

La función del sistema inmune es mantener la individualidad biológica. Por ello, su principal
actividad es diferenciar y eliminar todo material extraño de sus tejidos. Para lograrlo, el sistema
inmune de los invertebrados deberá contener los elementos básicos necesarios: moléculas de
reconocimiento, moléculas y células efectoras, sistemas amplificadores y reguladores. Estos
elementos podrán estar englobados en factores humorales, factores celulares y sistemas
multiméricos que involucre a ambos tipos de factores.

EL SISTEMA INMUNE DEL CAMARON

El primer paso para intentar la inmunoestimulación en los camarones es demostrar la exis-
tencia de moléculas específicas de reconocimiento y, que tales moléculas, pueden ser inducidas
o activadas. Además, y tal vez sea la parte más difícil, es encontrar una forma operativamente
viable de llevar a cabo la inmunoestimulación. En los camarones se han descrito algunos
componentes posiblemente involucrados en los sistemas de defensa incluyendo: células circulantes
o hemocitos, proteínas plasmáticas, enzimas e inhibidores [1-3, 5, 6, 8, 12].

HEMOCITOS

Al igual que en otros crustáceos, en el camarón se han detectado, al menos, tres tipos de
células circulantes: los hemocitos hialinos, los hemocitos de gránulos pequeños y los hemocitos
de gránulos grandes. Los hemocitos hialinos son células que se adhieren y extienden fácilmente,
no contienen gránulos densos, y se encuentran involucrados en el proceso de coagulación. Los
hemocitos que contienen gránulos pequeños, son los más abundantes y muestran semejanza a
los leucocitos polimorfonucleares de los vertebrados. Los hemocitos con gránulos grandes
constituyen el 20-30% de las células circulantes. Los gránulos de ambos tipos de células
contienen enzimas involucradas en la destrucción de patógenos, incluyendo el sistema
profenoloxidasa. Estos son, de acuerdo a nuestras observaciones las células mas activas desde
el punto de vista inmunológico. Ellas participan en la fagocitosis, la adhesión y el encapsulamiento,
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además de contener las enzimas necesarias para la melanización y otras enzimas de defensa [5
y 7].

SISTEMAS MULTIMÉRICOS

En asociación con las células circulantes se encuentran: el sistema de la coagulación y el
sistema profenoloxidase (proPO). El primero es el responsable de establecer una barrera física
para evitar la invasión y la pérdida de hemolinfa, ya que los camarones tienen un sistema
circulatorio abierto. Por su parte, el sistema proPO se encargará de eliminar los patógenos que
hayan podido penetrar al interior del organismo.

COAGULACION

El sistema de coagulación de los camarones tiene semajanzas con el sistema de coagulación
de los vertebrados. La proteína análoga al fibrinógeno de los vertebrados, responsable de la
formación del coágulo en los camarones es llamada clotting protein (CP). Esta proteína está
formada por dos subunidades de 200 kDa, que se encuentran unidas por puentes disulfuros. La
CP del camarón ha sido purificada y su secuencia N-terminal muestra homología con la proteína
de la langosta y del langostino, lo que sugiere un origen común. Mas aún, el fibrinógeno de los
vertebrados aparentemente tiene el mismo origen.

A diferencia de la CP, el fibrinógeno necesita ser convertido a fibrina para que una TGasa sérica
lo polimerize. Sin embargo, en el camarón la CP es sustrato para la TGasa, la cual se encuentra en el
interior de los hemocitos hialinos. La activación de los hemocitos y la liberación de la TGasa se puede
llevar a cabo por estimulación directa de los hemocitos por lipopolisacáridos (LPS) o por factores
celulares provenientes de la activación de las células granulares.

La reacción entre la CP y la TGasa hemocítica parece ser bastante conservada, ya que la
reacción de coagulación de la CP del camarón blanco, puede realizarse con TGasa de cobayo o
con lisado de hemocitos de otras especies de camarón [4, 9 y 13].

PROFENOLOXIDASA

El sistema profenoloxidasa (proPO) parece ser un complejo integrador de varios factores, ya que
involucra moléculas de reconocimiento, células y sus actividades efectoras, potencializa el estímulo
y requiere de reguladores para evitar el daño sobre el tejido del camarón. El sistema proPO del
camarón se encuentra en el interior de los gránulos de los hemocitos granulares y puede ser liberado
por estimulación de las células con beta-glucano o LPS. Una vez liberado el contenido granular, la
proPO es transformada, por acción de una proteinasa, en fenoloxidasa. Esta última es la responsable
de la oxidación de fenoles a quinonas, las cuales se convierten en melanina.

La proteinasa responsable de transformar la proPO, llamada enzima activadora de la proPO
(EAPP), es del tipo serina y se encuentra en forma inactiva en el interior del gránulo. Sin
embargo, cuando el gránulo es liberado a la hemolinfa, la EAPP se activa en presencia del calcio

Posibilidades de inmunoesterificación del camarón a traves del alimento
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plasmático (8-10 mM). Además de activar la proPO, la EAPP puede dañar otros componentes
y/o tejidos del camarón, por lo que su acción debe ser limitada por inhibidores de proteinasas
(antitripsina y alfa-2-macroglobulina).

Aunque la activación del sistema proPO puede hacerse en forma directa por componentes
microbianos, en el camarón se han detectado proteínas plasmáticas que reconocen a BG y LPS.
Los cuales son considerados como componentes humorales [1, 3, 5, 9, 10 y 13].

FACTORES HUMORALES

Además de las proteínas de reconocimiento, también se han descrito proteínas con actividad
lítica y se han detectado inhibores de proteinasas. Las moléculas de reconocimiento posiblemente
sean las más importantes, ya que después de reaccionar con el �antígeno� activan funciones celulares.

LPS-BP

Esta proteína fue descrita como una aglutinina que reconoce LPS y es capaz de aglutinar
bacterias. Sin embargo, una vez que reacciona con el LPS o bacterias, es capaz de unirse a los
hemocitos y estimular la fagocitosis. Aunque los hemocitos pueden llegar a lisarse cuando la fagocitosis
es extensa, y ésto provoque la activación de los sistemas proPO y de coagulación, no tenemos
evidencias de una activación directa de la LPS-BP sobre el sistema proPO [5, 8, 13].

BGBP

BGBP posiblemente representa el mejor caso de una molécula de reconocimiento que activa
sistemas celulares, ya que tiene un efecto directo sobre el sistema proPO. Esta proteína reconoce
y se une a beta glucanos. El complejo glucano-BGBP se une a los hemocitos granulares y
produce la liberación de los gránulos. Una vez liberados los gránulos, el sistema es activado por
la presencia de calcio plasmático.

BGBP es una glicoproteína de 100 kDa que parece ser altamente conservada. Su peso
molecular y contenido de aminoácidos es muy similar en el camarón café, blanco y azul, así
como en el langostino y otras especies de agua dulce estudiadas. Además, la secuencia N-
terminal de la BGBP del camarón café y del camarón blanco muestra gran homología entre ellas
y con la BGBP del langostino [5, 11-13].

Debido a que ésta proteína puede reaccionar con glucanos libres que se encuentran en la
hemolinfa y activar la maquinaria celular [9], es necesario considerar las consecuencias de una
inoculación de beta glucanos en los camarones.

SOBRE LA INMUNIZACION

La estimulación del sistema inmune de los animales, puede ser muy simple desde el punto
de vista teórico. Sin embargo, es necesario demostrar la presencia de células o moléculas de
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reconocimiento y memoria inmunológica. Mientras que factores de reconocimiento se han
descrito en el camarón, hasta la fecha no ha sido posible la demostración de una memoria
inmunológica. Probablemente esto se debe a la falta de herramientas para medirla.

El uso de microorganismos atenuados, ha sido una de las técnicas más utilizadas para la
inmunización. Sin embargo, recientemente el uso de componentes microbianos, compuestos
sintéticos y vacunas basadas en tecnología de ácidos nucléicos se estan difundiendo. Para lograr
la inmunización es necesario un contacto adecuado entre el antígeno y el sistema inmune, lo cual
no es suficiente con inocularlo. Se requiere determinar la vía y la dosis apropiada, dependiendo
de la características del inmunógeno, su absorción, digestibilidad, etc. En los vertebrados, la
hipersensibilidad, la tolerancia o la alergia son cuadros que se desarrollan fácilmente, sobre todo
en experimentación, por una inmunización inadecuada.

Además, el antígeno deberá poseer algunas propiedades fisicoquímicas que le permitan ser
compatibles con los sistemas biológicos, especialmente el sistema inmune. Por ejemplo,
digestibilidad.

Para que un antígeno de alto peso molecular pueda ser procesado, se requiere que sea
degradado. Del mismo modo, un antígeno muy pequeño no puede ser antigénico porque la señal
del epitope requiere un tamaño mínimo. Soderhall determinó que el tamaño mínimo para activar
el sistema proPO es de 6 unidades de hexosa, lo cual es compatible con lo observado en los
vertebrados, donde el tamaño mínimo es el equivalente a 5 aminoácidos o 6 hexosas. Sin
embargo, es necesario recordar que los glucanos poseen enlaces beta y que las enzimas para su
degradación son mas bien de origen microbiano.

La estimulación por glucanos ha sido probada por varios autores y los resultados son
controversiales, principalmente por la falta de un indicador apropiado de la respuesta inmune
del camarón. Pero, además, podría estar influenciado por la falta de estandarización en la
metodología de inmunización. Independientemente de los aspectos de manipulación, se requiere
un inóculo inmunológicamente adecuado, tanto en composición, tamaño y carga, como en la
dosis, número y periodicidad de las inmunizaciones.

La vía de inmunización también es importante, sobre todo en el caso de organismos pequeños,
donde la eficiencia de inmunización se debe valorar en término de factibilidad técnica. Hasta ahora no
hay evidencias de que el inóculo entre en contacto con el sistema inmune de los camarones, cuando
la inmunización se lleva a cabo por el agua o por el alimento. Aunque en algunos experimentos se han
visto incrementos en la sobrevivencia atribuibles a un contacto previo con bacterias o sustancias
microbianas, no se han aportado evidencias de una estimulación del sistema inmune en términos de
incremento o decremento de algún componente involucrado.

La factibilidad técnica de la inmunización en los camarones por contacto o suministro de
�antígeno� disminuyen al considerar el número de organismos y los diferentes medios donde
son cultivados. La inoculación directa es una vía que debe ser olvidada debido al número y el
tamaño de los organismos.

Posibilidades de inmunoesterificación del camarón a traves del alimento
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Independientemente de las dificultades técnicas para la inmunización de los camarones,
debe señalarse que los camarones deben ser inmunizados en edades tempranas, donde son mas
susceptibles a infecciones. Sin embargo, el sistema celular de los camarones, responsable de la
defensa en contra de virus y parásitos, es el que mas tarda en madurar.

Esto que aparentemente dificulta el éxito de la inmunoestimulación, permite proponer otras
formas para lograrlo. Es decir, además de la estimulación directa con el �antígeno�, la
inmunoestimulación podría llevarse a cabo por sustancias que potencializarán el sistema celular
de los camarones. Es más, probablemente el efecto protector que han observado algunos
investigadores, al utilizar beta glucanos, se deba a un incremento en la capacidad inmunológica,
mas que a una inmunización.

PERSPECTIVAS

Pese a los problemas existentes, la inmunoestimulación podría ser el camino profiláctico
para resolver los problemas de enfermedades infecciosas en los camarones. Sin embargo, a la luz
de los nuevos avances en la biología molecular, se pueda llegar al diseño de vacunas basadas en
ésta tecnología. Por otro lado, la búsqueda de especies o variedades más resistentes, ya sea
naturales o manipuladas, pueda ser una alternativa. En todos los casos, el conocimiento sobre
el sistema inmune de los camarones, sus componentes y su regulación, será un conocimiento
fundamental.
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RESUMEN

Los lípidos son moléculas muy importantes para todos los organismos vivos, incluyendo a
los crustáceos; ya que son de alto valor energético y proveen componentes indispensables para
la formación de membranas. En crustáceos, el colesterol y los ácidos grasos poliinsaturados son
además esenciales para un adecuado crecimiento y desarrollo, y por lo tanto deben de ser
aportados por la dieta. El transporte de los lípidos en la sangre o hemolinfa es mediado por
lipoproteínas. En crustáceos se han identificado lipoproteínas de alta densidad (HDL) y de
muy alta densidad (VHDL). La lipoproteína de alta densidad del camarón blanco tiene una
densidad de 1.14 gr/ml y ha sido caracterizada como una molécula compuesta de una
apolipoproteína glicosilada de 98 kDa, donde los carbohidratos asociados contienen manosa y
los lípidos corresponden a aproximadamente 50% de la molécula. Los lípidos mas abundantes
en el plasma de camarón blanco y en la lipoproteína son los fosfolípidos, seguido de los
acilgliceroles, esteroles y trazas de ácidos grasos libres, siendo esto similar a los reportes de la
HDL del langostino Pacifastacus leniusculus. Se determinó la composición de aminoácidos y el
terminal amino de la apolipoproteína, encontrándose una alta homología con la HDL de P.
leniusculus. Se demostró que la HDL se sintetiza y localiza en el hepatopáncreas por
inmunocitoquímica y PCR. Utilizando anticuerpos policlonales contra la lipoproteína del camarón
blanco, se ha detectado la presencia de proteínas homólogas en la hemolinfa del camarón café (P.
californiensis) y del camarón azul (P. stylirostris). Recientemente se identificó también, una
lipoproteína glicosilada de muy alta densidad compuesta por dos subunidades de
aproximadamente 200 kDa unidas por puentes disulfuros.
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INTRODUCCION

El camarón es uno de los recursos pesqueros más importantes en el Noroeste de México. Su
comercialización proviene de la captura de camarón silvestre y de la acuacultura. Esta última toma
cada día mas importancia: de las 15, 223 toneladas de camarón obtenidas en el ciclo de 1995,
aproximadamente 2,500 correspondieron a camarón de cultivo (SEMARNAP-Imparcial, 1996).

Los métodos de cultivo utilizados van desde un sistema extensivo tradicional hasta uno
intensivo, donde la concentración de animales provoca situaciones que ocasionan pérdidas por
agresión, canibalismo y, al mismo tiempo, aumentan la susceptibilidad a las enfermedades
(Briggs et al., 1988).

Por otro lado, hay que considerar que para tener competitividad es necesario mantener un
adecuado control de costos, especialmente del alimento, el cual puede representar hasta el 60%
de los costos de producción (Infofish, 1988).

Hasta ahora, la proteína es el componente mas vigilado y costoso de las dietas, sin embargo,
el cuidado de la cantidad y calidad de los lípidos está tomando cada vez mas importancia. Por
ello, para aumentar la eficiencia en la conversión de alimento a tejido, es necesario profundizar
en el conocimiento de los lípidos. Esto permitirá a mediano y largo plazo, optimizar las
condiciones de cultivo. Para lograrlo, es necesario estudiar y relacionar los aspectos nutricionales,
bioquímicos y fisiológicos de los lípidos y de su transporte desde los sitios de absorción y
almacenamiento hasta los sitios donde son utilizados.

En este trabajo, nuestro grupo se ha enfocado al estudio de los lípidos plasmáticos y sus
acarreadores que son las lipoproteínas, primeramente identificando las moléculas y después
determinando sus características moleculares así como su lugar de síntesis.

LIPIDOS PLASMATICOS

A pesar de que los lípidos son importantes en la alimentación de los crustáceos, incluyendo el
camarón, los estudios bioquímicos y la caracterización de estos componentes plasmáticos son
escasos.

Los niveles de lípidos plasmáticos en crustáceos son relativamente bajos, sin embargo
ocupan el segundo lugar en concentración entre los componentes del plasma, siendo superados
solo por la proteínas (Dall et al., 1990). Se ha determinado que en los camarones, al igual que en
otros crustáceos, el ácido linoleico, linolénico, araquidónico, eicosapentanoico, docosahexenoico
y el colesterol son importantes tanto para el metabolismo energético, como para la formación de
membranas celulares y de hormonas durante los procesos de crecimiento, desarrollo, maduración
y reproducción (Dall et al., 1993). Sin embargo, mucho falta por conocer sobre su regulación,
almacenamiento y transporte.

El principal órgano de reserva de los lípidos es el hepatopáncreas o glándula digestiva de
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donde son liberados hacia el plasma (Dall et al., 1990). Aunque los lípidos parecen estar
involucrados en la reproducción y ser requeridos para la formación de los huevos, la concentración
de proteínas y de lípidos en el plasma del camarón blanco P. vannamei juvenil fue muy similar
en ambos sexos. Como se aprecia en la Tabla 1, las concentraciones plasmáticas de las proteínas
fueron de aproximadamente 100 mg/ml, mientras que la de lípidos fue de aproximadamente 2.4
mg/ml tanto para hembras como para machos (Ruiz Verdugo, 1996). Estos valores son similares
a lo reportado respecto a lípidos plasmáticos en P. japonicus con 2.5 mg/ml (Lee, 1991) y un
rango de 3 a 8 mg/ml (Vazquez-Boucard et al., 1989).

Tabla 1. Concentración de proteína y lípidos en P. vannamei

Muestra Proteína(P) Lípidos L) L + P %L
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

H 96.06 + 1.21 a 2.37 + 0.11 98.42 2.4
Plasma

M 102.05 + 0.90a 2.55 + 0.11 104.60 2.44

H 1.85b 1.42 + 0.13 3.28b 43.41b

HDL
M 1.93b 0.94 + 0.06 2.87b 32.87b

a Media y desviación estándar de tres repeticiones.
b Datos basados en HDL corregida por ELISA.

Los lípidos plasmáticos del camarón blanco fueron identificados por cromatografía de capa
fina (CCF), observándose que los fosfolípidos son los compuestos mas abundantes. Cabe
señalar, que el alto contenido de fosfolípidos, es una característica de los crustáceos (Chang y
O�Connor, 1983) aunque en el plasma de camarón también se detectaron esteroles y
diacilgliceroles (Ruiz Verdugo et al., submitted). El análisis de los fosfolípidos por CCF en dos
dimensiones identificó en orden de abundancia, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilserina y bajas concentraciones de esfingomielina y lisofosfatidilcolina, Figura 1 (Ruiz
Verdugo et al., submitted). Estos mismos compuestos se han encontrado en la hemolinfa de
diversos crustáceos (Lee, 1991; Lee y Puppione, 1988; Mourente et al., 1994; Spaziani et al.,
1986; Spaziani y Wang, 1991; Stratakis et al., 1992).

Lípidos y lipoproteínas plasmáticas de camarón
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Figura 1. CCF. Análisis de lípidos plasmáticos por TLC. Panel A, lípidos neutros,
carril 1, ácido linoleico; carril 2, ácido palmítico; carril 3, acil palmitinas; carril 4,

esteroles; carril 5, estearinas; carril 6, plasma de camarones machos; carril 7, plasma
de camarones hembras; carril 8, plasma humano; carril 9, BHT. Panel B, separación

de fosfolípidos en 2D-CCF; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina;
PE, fosfatidiletanolamina; LPC, lisofosfatidilcolina; SP, esfingomielina.
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LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Debido a su baja solubilidad en agua, los lípidos requieren una vía de transporte a través del
sistema circulatorio de los animales (Haunerland, 1989). Estos acarreadores son proteicos y el
complejo lípido-proteína constituyen las lipoproteínas (Lp) (Lee, 1991), las cuales son las
responsables de la movilización de lípidos desde los sitios de absorción o almacenamiento,
hacia los sitios de utilización. El conocimiento sobre las lipoproteínas de crustáceos es reciente
y escaso, siendo superado por los estudios en insectos (Kanost et al., 1990). Actualmente se
han descrito dos tipos de lipoproteína en el plasma de los crustáceos. Las lipoproteínas de
transporte presentes tanto en machos como en hembras y las vitelogeninas. Estas últimas son
lipoproteínas asociadas con la reproducción, específicas de las hembras en estado reproductivo,
y son las encargadas del transporte de lípidos hacia los oocitos (Lee, 1991).

LIPOPROTEINAS DE TRANSPORTE

El estudio de las lipoproteínas de transporte es importante desde diversos puntos de vista,
incluyendo: la evolución de los medios de transporte de lípidos en animales, su función como
proveedores de lípidos para los órganos de utilización, su papel en la movilización de lípidos de
reserva, el control hormonal del metabolismo de lípidos y el transporte de lípidos para la
formación de membranas (Spaziani y Wang, 1991).

Debido a la presencia de lípidos, la densidad de las lipoproteínas es menor que la de la mayoría
de las proteínas. A su vez, la cantidad de los lípidos puede variar y con ello su densidad. Las
lipoproteínas se clasifican en base a su densidad en: muy baja densidad (VLDL << 1.006 g/ml), baja
densidad (LDL 1.006-1.06 g/ml), alta densidad (HDL 1.06-1.21 g/ml) y lipoproteínas de muy alta
densidad (VHDL >> 1.21 g/ml) (Lee y Puppione, 1978; Lee, 1991; Mathews y van Holde, 1990).
La diferencia de densidad también se ha utilizado para el aislamiento de lipoproteínas por medio de
ultracentrifugación en gradiente de densidad (Eldestein y Scanu, 1986).

Una Lp de transporte de alta densidad (HDL), no asociada con el sexo se aisló de plasma de
P. vannamei mediante dos pasos consecutivos de ultracentrifugación en gradiente de densidad
de bromuro de potasio. La HDL tiene una densidad en el rango de 1.10 a 1.17 g/ml con un pico
máximo a 1.14 g/ml. La presencia de lípidos se corroboró porque la HDL se une al colorante
lipofílico negro de Sudán en electroforesis nativas, (Yepiz-Plascencia et al., 1995). Esta HDL
está presente en concentraciones similares en camarones juveniles de ambos sexos, por lo que
se considera como una lipoproteínas no asociada con el sexo (Yepiz-Plascencia et al., 1995).
Esta HDLs también se han estudiado y reportado en P. japonicus (Teshima y Kanazawa,
1980), y P. semisulcatus (Tom et al., 1993).

Aunque con la misma función, la HDL del camarón tiene diferencias con la HDL de otros
organismos. Mientras que las lipoproteínas de mamíferos (Roheim, 1986) o insectos tienen dos
o más apoproteínas (Kanost et al., 1990), la HDL de P. vannamei contiene solo una apoproteína
de alto peso molecular, 98 kDa (Figura 2). La proteína además de lípidos asociados, posee
residuos de carbohidratos tipo manosa covalentemente ligados al polipéptido, los cuales se
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identificaron por medio de reacciones con lectinas (Yepiz-Plascencia et al., 1995).

Figura 2. SDS-PAGE. Análisis electroforético de fracciones obtenidas en el
aislamiento de la HDL por ultracentrifugación en gradiente de densidad. Estándares
de pesos moleculares; A,B,C,D y E , fracciones I, II, III y IV del primer gradiente de

ultracentrifugación. A, plasma; B, fracción I; C, fracción II; D, fracción III; E, fracción
IV; F y G, HDL aislada por dos gradientes consecutivos de ultracentrifugación.
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A la HDL purificada se le determinó su secuencia N-terminal y su composición de aminoácidos
(Ruiz Verdugo et al., submitted). Aunque los 15 residuos determinados re-presentan solamente
el 2% de la apoproteína, se encontró alta similaridad con el N-terminal de la HDL del langostino
Pacifastacus leniusculus, (Hall et al., 1995) y el alineamiento de estas dos secuencias se presenta
en la Figura 3 (Ruiz Verdugo et al., submitted).

La identidad entre estas dos secuencias es de 67%, subiendo hasta 87% si se toman en
cuenta los residuos de aminoácidos reemplazados por un cambio conservativo. Esta similitud
es muy alta, considerando el tamaño del fragmento secuenciado y que provienen de un crustáceo
marino (camarón) y de uno de agua dulce (langostino), por lo que es posible que esta proteína
esté ampliamente distribuida en los crustáceos y que sea altamente conservada.

Figura 3. Alineación de las secuencias N-terminal de las HDL de P. vannamei y
Pacifastacus leniusculus. Los residuos encerrados en el cuadro son idénticos en

ambas secuencias. Se indican con + los residuos que corresponden a
reemplazamientos conservados.

Por su parte, el contenido de aminoácidos de la HDL de camarón refleja un alto contenido
de ácido aspártico+asparagina y de ácido glutámico+glutamina, un bajo contenido de metionina
y un contenido moderado de aminoácidos aromáticos y básicos (Ruiz-Verdugo et al., submitted),
similar a los componentes de la HDL plasmática no asociada con el sexo de Potamon potamios
(Stratakis et al., 1992).

Los lípidos constituyentes de la HDL purificada y del plasma también han sido estudiados.
Para esto se utilizaron microtécnicas enzimáticas acopladas, de forma independiente de HDL
de hembras y machos para la cuantificación. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Lípidos y lipoproteínas plasmáticas de camarón
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Tabla 2. Cuantificación de clases de lípidos en plasma y
HDL de camarón (mg/ml)*

Muestra AGL1 ACG2 Esteroles2 Fosfolípidos

H 3.87 + 0.39 36.84 + 4.89 25.32 + 1.53 1.43 + 0.32
Plasma

F 1.26 + 0.23 39.39 + 2.61 27.81 + 1.77 1.39 + 0.29

H 2.98 + 0.87 29.74 + 0.09 21.17 + 0.49 1.83 + 0.29
HDL

F 2.98 + 0.13 28.90 + 1.11 21.52 + 2.37 1.95 + 0.013

* Media y desviación estándar de tres repeticiones
AGL = ácidos grasos libres,
ACG = acilgliceroles
H = hembras, M = machos
1 X10 -3
2 X 10 -2

Los lípidos mas abundantes tanto en el plasma como en la HDL son los fosfolípidos, seguido de
los acilgliceroles, esteroles y ácidos grasos libres, además las concentraciones de los mismos son
similares entre ambos sexos (Ruiz-Verdugo et al., submitted). Por sumatoria de los lípidos determinados
en la HDL de camarón se calcula que la lipoproteína contiene por lo menos un 32.87% y un 43.41%
de lípidos para hembras y machos, respectivamente. Estos son valores intermedios comparados con
los reportados para Cancer antenarius con 30.7% (Sapaziani y Wang, 1991) y Pacifastacus leniusculus
con 47.6% (Hall et al., 1995). Cabe señalar, que los valores encontrados dependen de las clases de
lípidos y las técnicas utilizadas para la cuantificación, así como de las variaciones entre especies,
variaciones provocadas por el clima, el estadío del animal, la temperatura e, incluso, se han reportado
variaciones relacionadas con la hora del día en que se colecta la hemolinfa del animal (Vazquez-
Boucard et al., 1989).

El método de ultracentrifugación también se ha utilizado para el aislamiento de la HDL del
plasma de P. californiensis y P. stylirostris. La HDL de estas dos especies posee características
muy similares a las de P. vannamei, es decir son proteínas monoméricas con polipéptidos de
aproximadamente 100 kDa, glicosiladas y además, son reconocidas por anticuerpos policlonales
preparados contra la HDL de P. vannamei.

Además de HDL, en el plasma de camarón hemos identificado otra lipoproteína con mayor
densidad (>> 1.17 g/ml) por lo que la hemos considerado como VHDL. Esta lipoproteína se ha
aislado también por ultracentrifugación en gradiente de densidad. La VHDL tiene una densidad
de aproximadamente 1.22 g/ml y está formada por un polipéptido de aproximadamente 200
kDa unidos por puentes disulfuro y corresponde a la banda tenue localizada en el carril D de la
Figura 2. Una VHDL plasmática también ha sido reportada en P. leniusculus y está formada por
11. 4% de lípidos y un polipéptido de 210 kDa (Hall et al., 1995).
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LOCALIZACION Y SITIO DE SINTESIS DE LA HDL

En los mamíferos se conoce que el hígado sintetiza y secreta algunas lipoproteínas (Lehninger
et al., 1993). Ya que el hepatopáncreas realiza funciones de tipo hepáticas, y que es el principal
órgano de reserva de lípidos en crustáceos (Dall et al., 1990) se investigó la presencia de la HDL
en esta glándula por inmunocitoquímica utilizando anticuerpos anti-HDL. Con esta metodología
fue posible detectar la HDL en el citoplasma de las células que forman la capa epitelial de los
túbulos del hepatopáncreas (Figura 4).

Figura 4. Detección inmunocitoquímica de la HDL en criosecciones de
hepatopáncreas de P. vannamei (400X).

Aunque estos experimentos localizaron a la HDL en células secretoras del hepatopáncreas,
no prueba de forma concluyente que la síntesis de HDL se lleva a cabo en éstas células. Para
comprobar este punto, se diseñaron oligonucleótios (primers) a partir del N-terminal de la
HDL. Uno de estos oligonuclétidos fue usado primeramente para producir el cDNA (DNA
complementario) a partir del mRNA (RNA mensajero) por medio de la enzima transcriptasa
reversa. Este cDNA fue posteriormente amplificado por la reacción de polimerasa en cadena,
obteniéndose un fragmento de DNA con tamaño de aproximadamente 118 pb. Con estas dos
metodologías se comprobó la presencia tanto del RNAm como de la HDL en hepatopáncreas
del camarón, de donde es probablemente secretada al plasma.
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Una de las principales funciones del hepatopáncreas o glándula digestiva es la secreción de
enzimas digestivas (Dall et al., 1990). Entre éstas se incluyen proteasas, lipasas y colagenasas
(Dall et al., 1990). En particular, la presencia de quimiotripsina ha sido localizada en las células
F (Van Wormhoudt et al., 1995) y la fenoloxidasa en las células R (Yang et al., 1993). Sin
embargo, en la HDL además de la síntesis del polipéptido es necesaria la incorporación de los
lípidos para producir la lipoproteína completa, proceso que probablemente ocurre en el mismo
tejido ya que éste es la reserva principal de lípidos en crustáceos.
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