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RESUMEN

La dinamica de nutrientes durante el desarrollo gonadal y el efecto de la
variacion de proteinas y lipidos en dieta para la reproduccion de hembras
reproductoras de Cherax quadricarinatus con relacion a la calidad de la progenie,
fueron evaluados. Se utilizé el indice gonadosomatico (IGS) como una variable
que es comunmente usada en la acuacultura para determinar el desarrollo
gonadal, y se relacion6 con el indice hepatosomatico (IHS), composicion quimica
(proteinas, lipidos y carbohidratos) en goénada y hepatopancreas, indicadores
histolégicos (diametro y frecuencia de ovocitos previtelogénicos, vitelogénicos y
post-vitelogénicos), y analisis histoquimico (indices de lipidos (IL) y carbohidratos
(IC)). Los resultados muestran una correlacion negativa entre IGS e IHS (P <0.01).
Se presenta una correlacion lineal positiva en el contenido de proteinas (P <0.01)
y lipidos (P <0.01), mientras que para carbohidratos la correlaciéon es potencial
negativa (P <0.01) con el IGS (P <0.01). En el hepatopancreas, el contenido de
lipidos disminuyé al incrementar el IGS (P <0.05). Las frecuencias de ovogonias,
ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos primarios disminuyeron
significativamente conforme se desarrollé la génada (P <0.01). Se present6é una
frecuencia maxima de ovocitos vitelogénicos secundarios a 4.06 IGS. Se propone
que a valores de IGS = 4 se presenta una fase de desarrollo ideal para introducir
machos en estanque de reproduccion, debido a que empiezan a aumentar
significativamente los ovocitos en etapa final (postvitelogénicos). IL aumentd
durante el desarrollo de los ovocitos (P <0.01), mientras IC varid entre los
diferentes estadios (P <0.01), siendo mayor durante la vitelogénesis primaria. Por
lo anterior, se concluye que el IGS es un indicador confiable que puede usarse
para determinar el grado de madurez de reproductoras de C. quadricarinatus.

Para definir una dieta 6ptima, en términos de proteina y lipido, para
hembras reproductoras de C. quadricarinatus, con relacion a la calidad del huevo y
del juvenil producido, variables de produccion (fecundidad y numero de desoves),
calidad del huevo (peso, tamafio, composicion quimica) y calidad del juvenil (peso,
talla, composicion quimica y pruebas de estrés) fueron registrados en hembras (25
+ 3 g), bajo condiciones controladas (T= 28 + 1°C; O»>4mg/L). Dietas con
diferente nivel de proteina cruda (18 a 38% PC) y lipidos (3 a 12% LIP) fueron
utilizadas. Los resultados indican que el numero de desoves, fecundidad, tamafio
y peso del huevo, numero de juveniles y supervivencia a la prueba de estrés de
los juveniles producidos, pueden usarse como indicadores para determinar el
efecto de las variaciones en la composicion de la dieta de reproductoras de C.
quadricarinatus, durante el proceso de reproduccidon. Dietas con bajo nivel de
proteina (18% PC) provocan una disminucion en el crecimiento, lo que sugiere que
el organismo sacrifica la energia para crecer y la utiliza para el proceso de
reproduccién. No se presentaron cambios en la composicién quimica (proteina,
lipidos, carbohidratos, vitelina y contenido energético) del huevo y juvenil, lo que
sugiere que las hembras reproductoras buscan garantizar la calidad de la progenie



usando diferentes fuentes de nutrientes, y desovando solo después de que la
composicién quimica del huevo sea equilibrada y uniforme. Los indicadores de
calidad de huevo y juvenil muestran que hembras de C. quadricarinatus
alimentadas con dietas conteniendo 32% de proteina, 8% de lipidos y 16 mg/kJ
P/E presentan una mejor respuesta, lo cual sugiere que se optimiza el proceso
reproductivo.

Palabras claves: Cherax quadricarinatus, desarrollo gonadal, calidad del huevo y
del juvenil, dieta, proteina y lipidos.



ABSTRACT

Nutrient dynamics during gonad development and the effect of dietary
protein and lipid variations for female Cherax quadricarinatus broodstock were
evaluated from the perspective of the quality of the progeny. The gonadosomatic
index (GSI), commonly used to determine gonad development in aquaculture, was
correlated to hepatosomatic index (HSI), gonad and hepatopancreas proximate
composition, oocyte diameter and frequency and histochemical analyses (lipid (LI)
and carbohydrates (Cl) indexes). Results show a negative correlation between GSI
and HSI (P<0.01). Protein and lipids increased, while carbohydrates declined in the
gonad as GSI increased (P < 0.01). Lipids in hepatopancreas diminished as GSI
increased (P < 0.05). On the other hand, oogonia, previtelogenic and primary
vitelogenic oocyte frequency diminished as the gonad developed (P < 0.01). The
maximum number of secondary vitelogenic oocytes occurred at GSI| = 4.06. This
GSI level represents an ideal development phase for the introduction of males in
reproduction ponds, as the number of postvitelogenic oocytes begins to increase
significantly. LI increased during egg development (P < 0.01) while Cl was higher
during the primary vitelogenesis (P < 0.01). From the information gathered, it is
concluded that GSI is a viable indicator to determine ripeness for C.
quadricarinatus female broodstock.

To determine optimum dietary protein and lipid levels for female broodstock
C. quadricarinatus (25 + 3 g), egg and juvenile quality was evaluated. Fecundity,
number of spawning, egg weight, size and proximate composition, and juvenile
weight, size, number, proximate composition and survival to stress tests, were
recorded under controlled conditions (T= 28 £ 1°C; O2>4mg/L). Diets with different
crude protein (18 to 38% PC) and lipids (3 to 12% LIP) were tested. Results show
that proximate composition and juvenile weight and size were inadequate markers.
Feeding a diet with 18% PC results in a decline in growth, suggesting that the
organisms directs energy from growth to reproduction. There were no significant
changes in egg or juvenile proximate composition, vitellin and energy content. The
reproductive strategy of female broodstock C. quadricarinatus is, apparently,
directed at guaranteeing uniform progeny composition, by using different structural
blocks and energy sources, before spawning. Egg and juvenile quality indicators
show that female broodstock C. quadricarinatus fed a 32% PC and 8% LIP diet
with 16 mg/kd P/E produce a better response, suggesting that the reproductive
process is optimized.

Key words: Cherax quadricarinatus, gonad development, egg and juvenile quality,
diet, protein and lipids.
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DESCRIPCION

Orificio genital de hembra de Cherax quadricarinatus, el cual se
localiza en el coxopodito del 3er par de periopodos o patas
Localizacién de los apéndices del abdomen (pledpodos, telson y
urépodos) en la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.
Batidora industrial utilizada para la mezcla de los ingredientes
Molino de carne utilizado para la elaboracién del alimento
peletizado.

Sistemas utilizados para la realizacion de las evaluaciones
experimentales. Modulo A con 24 unidades de 1500L (A).
Modulo B con 48 acuarios de 80L (B). Fotografias del interior de
las unidades experimental del Modulo A (c) y B (d), las cuales
contenian escondrijos.

Sistemas utilizados para la realizaciéon de las evaluaciones
experimentales. Modulo C con 12 unidades de 1000L (A).
Médulo D con 100 unidades de 0.25 L.

Hembra gravida de langosta de agua dulce C. quadricarinatus

A) Imagen digitalizada de huevos de C. quadricarinatus. B)
Medicion del volumen, area, diametro mayor y menor del huevo
utilizando el programa Image Pro ® 5.5, con un microscopio
estereoscopico (0.65x)

A) Imagen digitalizada de juveniles de C. quadricarinatus. B)
Medicion del longitud mediante el programa Image Pro ®
versién 5.5 (0.65x).

Imagen digitalizada de ovocitos en la gonada de C.
quadricarinatus tefidos con Acid-Shiff (PAS) para cuantificar la
presencia de carbohidratos (cho; color magenta) y Sudan black
para cuantificar lipidos (lip; color rojo).

A) Imagen digitalizada de ovocitos en la gonada de C.
quadricarinatus. B) Medicion del diametro mayor y menor de
ovocitos.

Relacion entre el indice Gonadosomatico (IGS) e indice
Hepatosomatico (IHS) durante el desarrollo gonadal de hembras
de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Relacion de niveles de proteina (A), lipidos (B) y carbohidratos
(C) en gbénada con relacién al indice gonadosomatico (IGS) en
hembras de Cherax quadricarinatus.

Relacion de niveles de proteina (A), lipidos (B) y carbohidratos
(C) en hepatopancreas con relacién al indice gonadosomatico
(IGS) en hembras de Cherax quadricarinatus.
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Frecuencia (f) de oogonias, ovocitos pre-vitelogénicos,
vitelogénicos primarios y secundarios, y post-vitelogénicos en
relacion al indice gonadosomatico (IGS) en hembras Cherax
quadricarinatus.

Ajuste de ecuacion cuadratica del promedio de fecundidad (FEC)
de hembras de Cherax quadricarinatus, alimentadas con
diferente nivel de proteinas (A; 22, 27 y 32 'y 37%) y lipidos (B; 4,
8y 12 %).

Contenido de carbohidratos en el huevo de la langosta de agua
dulce Cherax quadricarinatus alimentadas con diferente nivel de
lipidos (4, 8y 12%)

Peso final promedio de hembras de Cherax quadricarinatus
alimentadas con 4 niveles de proteina (18, 25, 31y 37%) por 75
dias.

Porcentajes desoves (s) de hembras de Cherax quadricarinatus
después de 75 dias de alimentacion con ocho dietas con
diferente nivel de proteina y energia (10, 11, 14, 16, 18, 20, 22 y
24 mg/kd proteina/energiaPE). La linea punteada representa el
optimo del porcentaje de desoves en funcion a la relacion 17.1
mg/kd.

Niveles de carbohidratos en musculo de hembras de C.
quadricarinatus, en funcion del nivel de proteina en la dieta.
Numero de juveniles (NJUV) en relacidon con al nivel de proteina
y enmergia incluido en dietas para hembras de Cherax
quadricarinatus. La relaciéon de P/E que produce el maximo de
numero de juveniles fue calculado con coeficientes de regresion:
-46.506 / (2 X -1.4554) = 16 mg/kJ (linea punteada)

Figura 22. Peso final (PF) de juveniles, provenientes de hembras
de Cherax quadricarinatus, después de 50 dias de alimentacion
con cuatro nivel de proteinas (18, 25, 31 y 37%). El nivel de
proteinas que produce el maximo peso de juveniles fue calculado
con coeficientes de regresion: 0.1312/ (2 x -0.0026) = 25.2% PC
(linea punteada).
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DESCRIPCION

Requerimientos de vitaminas para Litopenaeus  vannamei,
Penaeus japonicus (Lawrence y He, 1999) y formulacion
propuesta para Cherax quadricarinatus (Villarreal y Pelaez, 1999).
Nivel recomendado de minerales en alimentos comerciales de
camaroén (Tomado de Akiyama et al., 1999).

Formulas de las dietas experimentales (g/kg) para reproductores
con cuatro niveles de proteina (22, 27, 32 y 37% PC) y tres
niveles de lipidos (4, 8 y 12% LIP) que se utilizaron en la
evaluacion de la calidad de huevos y juveniles de C.
quadricarinatus.

Analisis proximal de las doce dietas utilizadas en la evaluacion de
la calidad de huevos y juveniles de C. quadricarinatus.

Formulas de las dietas experimentales (g/kg) para reproductores
con cuatro niveles de proteina (18, 25, 31 y 37% CP) y tres
niveles de lipidos (3 y 7% LIP) que se utilizaron en la evaluacién
de la calidad de huevos y juveniles de C. quadricarinatus.
Porcentaje de cobertura de lipidos y carbohidratos para diferentes
estadios de ovocitos de hembras de langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus.

Peso, sobrevivencia, desoves y fecundidad de hembras de C.
quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina cruda (22,
27,32y 37% PC) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12% LIP).

Peso humedo, seco, diametro menor, mayor y promedio, area y
volumen de huevos de hembras de C. quadricarinatus
alimentadas con 4 niveles de proteina (22, 27, 32 y 37%) y 3
niveles de lipidos (4, 8 y 12%) por 75 dias.

Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y de energia
de huevos de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4
niveles de proteina (22, 27, 32 y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8
y 12%) por 75 dias.

Composicion proximal (proteinas, lipidos, carbohidratos y energia)
de musculo de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4
niveles de proteina (18, 25, 31y 37%) y 2 niveles de lipidos (3y 7
%) por 75 dias

Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y de energia
del hepatopancreas de hembras de C. quadricarinatus
alimentadas con 4 niveles de proteina (18, 25, 31y 37%) y 2
niveles de lipidos (3 y 7 %) por 75 dias.
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Pesos humedo y seco, y longitud de juveniles recién eclosionados
de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de
proteina (22, 27, 32 'y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12%)
Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y de energia
de juveniles de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4
niveles de proteina (22, 27, 32 'y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8
y 12%).

Toxicidad de diferentes concertacion de amonia y salinidad para
juveniles de C. quadricarinatus.

Composicion bioquimica (n = 3) en juveniles de C. quadricarinatus
producidos por hembras alimentadas con 4 niveles de proteina
(PC; 18, 25,31y 37%) y 2 niveles de lipidos (LIP) (3y 7 %).

Peso final de juveniles de C. quadricarinatus producidos por
hembras alimentadas con cuatro niveles de proteinas (PC; 18, 25,
31y 37 %) y dos niveles de lipidos (LIP; 3 'y 7%), después de 50
dias de -cultivo. Sobrevivencia pruebas de estrés (hipoxia,
salinidad y amonio).
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INTRODUCCION

El cultivo de la langosta de agua dulce (Cherax quadricarinatus, von
Martens) ha generado un gran interés durante los ultimos quince afnos debido a su
talla comercial y a la aceptacion por parte del consumidor. C. quadricarinatus es la
ultima langosta de agua dulce Australiana en incorporarse al sistema productivo
acuicola (Villarreal y Pelaez, 1999), debido a que su cultivo se inicio a finales de
los 80°s en Queensland, Australia, mostrando indices de supervivencia de
alrededor de 70% en periodos cortos de engorda (Villarreal et al., 1999), tasas de
crecimiento a talla comercial adecuadas (Hutchings y Villarreal, 1996) y un manejo
de su reproduccién en forma sencilla (Jones, 1995a). Estos y otros factores, como
la aceptacién en el mercado por parte de los consumidores, subrayan el potencial

de cultivo de la especie (Villarreal y Pelaez, 1999).

El cultivo de C. quadricarinatus en México es muy incipiente. En 1990, la
Direccion de Acuacultura de la Secretaria de Pesca (SEDEPESCA) importé un lote
de reproductores de C. quadricarinatus al pais. La primera granja de cultivo
comercial se inicié en 1994 en Soto La Marina, Tamaulipas, teniendo resultados
alentadores, con rendimientos superiores a 2,500 kg/ha/ciclo, y precios por kilo de
producto vivo de US $10-15/kg, dependiendo de la talla (Villarreal y Pelaez, 1999).
La tecnologia de produccion de C. quadricarinatus se basa en el uso de las
practicas de "mejores resultados". Jones (1989), Hutchings y Villarreal (1996), y

Villarreal y Pelaez (1999), entre otros, han elaborado manuales de produccién que



describen detalladamente estas practicas; sin embargo, el desarrollo comercial del
cultivo esta limitado por la carencia de investigacién cientifica (Austin, 1992).
Aunque la especie es tolerante a variaciones de parametros medio ambientales,
su cultivo requiere agua con niveles de dureza superiores a 150 mg/L de CaCOs;,
pH entre 7 y 8.5, y niveles de oxigeno superiores a 4 mg/L (Villarreal y Pelaez,
1999). La langosta de agua dulce es capaz de mantener mas de 80 % de su tasa
maxima de crecimiento entre los 23 y 31 °C (King, 1994), con un éptimo de 27 °C
(Jones, 1988), se reproduce a temperaturas mayores de 23 °C (Yeh y Rouse,
1995) y es capaz de tolerar agua salobre sin afectar su crecimiento (Jones, 1989;
Villarreal y Pelaez, 1999). Esta capacidad adaptativa la hace un candidato ideal

para el cultivo en diversas regiones en México.

Desde el punto de vista nutricional, se conoce que la langosta de agua
dulce es omnivora, aunque la seleccidn del alimento y la racién alimenticia
adecuada deben establecerse aun (Jones, 1990a). D"Abramo et al. (1997), indican
que es necesario formular una raciéon 6ptima, para la mayoria de cultivos semi-
intensivos de crustaceos; el establecimiento de esta racién en langosta ha sido
retrasada por la escasez de informacion de sus requerimientos nutricionales en
diferentes estadios de desarrollo. Recientemente en el Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste S.C. (CIBNOR), se han realizado estudios para definir los
requerimientos nutricionales de juveniles y pre-adultos de C. quadricarinatus
(Cortés-Jacinto et al., 2003), digestibilidad de dietas e ingredientes (Campafa,

2001), conocimiento de la actividad enzimatica (Lopez-Lépez et al., 2003) y



efectos de niveles de proteinas y lipidos en el desarrollo de la génada, en el que
se reporta que dietas con 32% de proteina cruda y 8% de lipidos, presentan una

mejor respuesta (Rodriguez-Gonzalez, 2001).

Por otro lado, existen algunos estudios relacionados con el ciclo
reproductivo de C. quadricarinatus en forma controlada (vgr. Jones, 1988; Yeh y
Rouse, 1995; Sagqi, et al., 1995; Sagi et al., 1996; Sagi et al., 1997; Villarreal et al.,
1999; Serrano-Pinto et al., 2003). Sin embargo, no existe informaciéon sobre los
requerimientos nutricionales de reproductores con relacion a la calidad de su
progenie. En este estudio se define calidad, como la capacidad del organismo de
maximizar variables comunmente usadas (morfoldgicas, quimicas, supervivencia a
pruebas de estrés en juveniles), con el fin de dilucidar la condicion del huevo y
juvenil (De Caluwé, 1995). Algunos estudios reportan que la nutricién en animales
en proceso de maduracion puede afectar la condicion fisiolégica de los huevos y
juveniles producidos, debido a que la calidad del producto reproductivo depende

en buena medida de la dieta que reciben las reproductoras (Bromage et al., 1991).

Actualmente se considera que la variacion en la calidad de los huevos y
juveniles constituye uno de los problemas para la produccion acuicola, que
generalmente se refleja en los organismos que se destinan para la engorda
(Bromage et al., 1991) y en algunos casos, representan un factor para determinar
si una especie puede ser potencialmente considerada para cultivo (Fernandez-

Palacios et al., 1994).



Por lo tanto, en el presente trabajo se estudiaron los diversos aspectos
relacionados con la fisiologia reproductiva de la langosta de agua dulce C.
quadricarinatus, asi como los mecanismos que afecten la calidad de su progenie,
para poder mejorar la estrategia de maduracion en los sistemas de produccion.
Esto, con la finalidad de obtener organismos mas sanos, resistentes y de mayor
calidad. Ademas, se pretende contribuir a reducir los costos de alimentacién al

definir los niveles 6ptimos de proteina y lipidos durante esta etapa del cultivo.



ANTECEDENTES

1. Generalidades de la especie

El origen de las langostas de agua dulce esta relacionado con el género
Protastacus, una especie marina que existid6 durante el periodo Carbonifero.
Actualmente, dos grupos pueden definirse de acuerdo a su distribucion geografica:
Los Astacidos en el hemisferio norte, y los Parastacidos en el hemisferio sur. Un
estudio enfocado a la distribucion geogréfica de las langostas de agua dulce y los
parasitos relacionados con ellos (vgr. oligoquetos y gusanos termocefalidos),
indica que el género Parastacus, nativo de América del Sur, y las especies

Australianas estan relacionados (Villarreal y Pelaez, 1999).

C. quadricarinatus es una de las mas de 100 especies de langostas de
agua dulce que pertenecen a la familia Parastacidae. Su posicién taxondmica

segun Hobbs (1988), se describe a continuacion:

e Reino: Animal

e Phylum: Arthropoda

e Subphylum: Crustacea

e Clase: Malacostraca

e Superorden: Eucarida

e Orden: Decapoda



e Superfamilia: Parastacoidea

e Familia: Parastacidae

e Género: Cherax

e Especie: quadricarinatus
2. Morfologia

El cuerpo de la langosta de agua dulce C. quadricarinatus se divide en dos
regiones principales: cefalotorax y abdomen, los cuales estan recubiertos por el

caparazon (Bliss, 1983; Villarreal y Pelaez, 1999; New y Valenti, 2000).

El cefalotorax comprende la cabeza y el térax, las cuales estan fusionadas.
Externamente, la linea cervical indica la divisidn entre cabeza y térax. La superficie
dorsal anterior del cefalotérax tiene 4 protuberancias que le dan su nombre
cientifico de “quadricarinatus” a la especie (Bliss, 1983; Martinez, 1999; Villarreal y

Pelaez, 1999; New y Valenti, 2000).

Tipicamente, los apéndices de C. quadricarinatus estan formados por 3
secciones principales: La base o protopodito, y dos ramas, el exopodito y el
endopodito. Cinco pares de apéndices se encuentran en la cabeza: antenas,
anténulas, mandibulas, maxilas y maxilulas. La region toracica presenta 8

secciones 6 somitas: Tres pares de maxilipedos y 5 pares de pereidopodos o patas.



El orificio genital de la hembra (Fig. 1) se localiza en el coxopodito del 3er par de
pereidpodos, mientras que en los machos, el 5° par presenta 2 penes. La primera
antena es bifurcada y mas pequena que la segunda antena, que proporciona
capacidad sensorial de 360°, util para la localizacion de alimento y evaluacion de

la calidad del agua (Jones, 1990a; Villarreal y Pelaez, 1999).

ORIFICIO GENITAL

Figura 1. Orificio genital de hembra de Cherax quadricarinatus, el cual se localiza
en el coxopodito del 3er par de peridpodos o patas.

Por otro lado, el primer pereiépodo es largo y con quelas grandes. Su
funcién principal es la defensa y establecer jerarquia (dominancia). En el macho
adulto (> 20 g de peso), la quela es mas prominente y tiene una ampolla
membranosa color rojo brillante. El segundo y tercer pereidopodo tienen branquias
y quelas en el otro extremo. Su funciéon principal es la recoleccion de alimento,

mientras que el cuarto y quinto pereidopodo terminan en una espina redondeada,



ya que su funcién principal es la alimentacion (Jones, 1990a; Naranjo, 1999;
Villarreal y Pelaez, 1999).

El abdomen esta formado de apéndices que salen de cada somita, los
cuales son llamados pledpodos, cuyas funciones incluyen la copula, circulacién de
agua, retencién de huevos en las hembras y, algunas veces, natacién (Jones,

1990b; Villarreal y Pelaez, 1999) (Fig. 2).

) ABDOMEN
PLEOPODOS

UROPODOS

TELSON

Figura. 2. Localizacién de los apéndices del abdomen (pleépodos, telson y
urépodos) en la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

3. Ciclo reproductivo.

El ciclo de vida simple del C. quadricarinatus representa una ventaja
adaptativa importante, para su cultivo comercial con respecto a otros crustaceos y

peces (Jones, 1990a). Un factor fundamental es la ausencia de estadios larvales



libres, ya que todo el desarrollo embrionario ocurre dentro del huevo. Esto se
traduce en una mayor facilidad para el proceso de reproduccién comercial, lo que
aunado a la facilidad para inducir a la maduracion y el desove, hace a la especie
muy atractiva para el cultivo (Villarreal y Pelaez, 1999; Garcia-Guerrero et al.,

2003b).

C. quadricarinatus alcanza la madurez sexual entre los 7 y 9 meses de
edad (Rouse et al.,, 1991) o a una talla promedio de 15 a 20 g (Naranjo, 1999;
Villarreal y Pelaez, 1999; Rodriguez-Gonzalez, 2001). Durante este periodo las
hembras presentan la maduracién gonadal, la cual involucra varios procesos como
la gonadogénesis (desarrollo del tejido gonadal), gametogénesis (produccién de

ovocitos) y vitelogénesis primaria y secundaria (Adiyodi, 1985).

El periodo de reproduccion puede presentarse a lo largo de todo el afo,
siempre y cuando las condiciones del ambiente son las adecuadas (Villarreal y
Pelaez, 1999). Esencialmente, esto significa que la temperatura del agua debe
permanecer arriba de 23 °C y por debajo de 32 °C, condicién con la cual pueden
obtenerse hasta 5 desoves por afio por hembra (Villarreal y Pelaez, 1999). En lo
que respecta a la incubacion de los huevos, Garcia-Guerrero et al. (2003c),
determinaron que el intervalo optimo de temperatura es de 25 a 28 °C, siendo 25
°C la mejor temperatura en términos de costo energético y consumo de proteinas.
El desarrollo embrional de esta especie requiere de 6 a 10 semanas, dependiendo

de la temperatura a la que estén expuestos los huevos (Naranjo, 1999; Garcia-



Guerrero et al.,, 2003c). Esta relacion directa entre temperatura y desarrollo, se
debe a que la tasa metabdlica en el huevo se ve incrementada con el aumento de
temperatura lo que a su vez afecta el crecimiento, a la supervivencia y la tasa de

absorcion de la vitelo por parte del embridn (Garcia-Guerrero et al., 2003c).

C. quadricarinatus presenta un huevo de tipo lecitotréfico de gran tamano
que es rico en lipidos (Reynolds, 2002). Esta caracteristica permite al embrion
concluir su desarrollo de forma satisfactoria, debido a que esté dependera total y
unicamente de las reservas contenidas en el huevo hasta que el estado juvenil
independiente se haya alcanzado (Garcia-Guerrero et al., 2003a). Fan Li et al.,
(2000) y Garcia-Guerrero et al., (2003b) han reconocido diferentes estadios
embrionales en C. quadricarinatus (de 5 y 10, respectivamente) basados en
criterios de color del huevo y en cambios morfolégicos externos; reconociendo
ademas estadios post-embrionarios (2 y 3, respectivamente) durante los cuales
las reservas contenidas en el saco vitelino (de color café) continuan
proporcionando nutrientes y energia al nuevo organismo después de la eclosion,
hasta que los juveniles se vuelven independientes de la proteccion del cuerpo de
la madre y de las reservas alimenticias que el saco vitelino les proporciona

(Naranjo, 1999).

3.1. Vitelogénesis.



Una caracteristica de la reproduccion de los decapodos es la acumulacién
de substancias de reserva en los ovocitos por los individuos reproductores, las que
seran transferidas, ademas del material genético, a los huevos, larvas y/o
juveniles. Este proceso recibe el nombre de vitelogénesis. El vitelo es constituido
por una lipo-glico-caroteno-proteina el cual es el principal componente del huevo
(Adiyodi, 1985), y contiene todos los constituyentes bioquimicos necesarios para
la embriogénesis y supervivencia de la progenie hasta el momento en que puedan
alimentarse por si mismas. Las reservas vitelinas presentes en los ovocitos,
constituyen el material energético y estructural transmitido a la progenie (Serrano-

Pinto et al., 2003).

La calidad de las reservas vitelinas depende en gran medida de la
alimentacion de los progenitores, por lo que su evaluacién en el desarrollo
embrionario representa un posible indicador de la respuesta del animal a las
diferentes dietas utilizadas en la etapa de maduracion. Mendoza et al. (1993)
estandarizaron técnicas que utilizan ELISA para la determinacion de vitelogeninas
en la hemolinfa, mientras que Vazquez-Boucard et al. (1986) y Vazquez-Boucard
(1990), lograron la estandarizacion de una técnica inmunoenzimatica capaz de
cuantificar, con la ayuda de anticuerpos especificos, la lipovitelina, molécula
constitutiva de las reservas vitelinas. Con ello es factible identificar los tejidos
implicados en el fendbmeno de la reproduccion. Recientemente, Serrano-Pinto et
al., (2003, 2004) describen el proceso de caracterizacion quimica de las vitelinas

de C. quadricarinatus. Estos analisis son utiles para evaluar el contenido del vitelo,



el cual tiene una influencia en el desarrollo embrionario y la supervivencia de los
juveniles

4. Efecto de la dieta en la reproduccion

Los estudios enfocados a la nutricion generalmente consideran los
requerimientos de proteinas o lipidos de los reproductores en funcion de la
composicion de estos nutrientes en las gonadas de hembras maduras (Middleditch
et al., 1979; Harrison, 1990; Mohamend y Diwad, 1994; Millamena et al., 1993). De
esta manera se suministran, a través de raciones alimenticias, componentes que
probablemente utilizan los organismos durante el proceso reproductivo (Palacios,

1999).

Un aspecto fundamental en la nutricion de reproductores de crustaceos es
el adecuado nivel de nutrientes y energia que les permitan enfrentar la maduracion
gonadal. Ya que se sugiere, que los nutrientes que la madre ingiere durante el
desarrollo de los ovarios hasta el desove, pueden ser especialmente criticos e
influenciar tanto la composicion de los ovarios como el estado nutricional de los
huevos. La maduracién gonadal se encuentra asociada a un enorme costo de
energia, por el incremento del trabajo biosintético, tal como la manufactura de
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucléicos, para la formacion de material
genético (ADN), gbénadas, ovocitos y en la produccion y acumulacién de vitelo
(vitelogénesis) (Harrison, 1990). A pesar de su importancia, el papel que los

nutrientes especificos juegan en la reproduccion es poco comprendido y los



requerimientos minimos de nutrientes criticos para el desarrollo de gametos y la
produccion de huevos viables y juveniles saludables aun no ha sido determinado

(Tandler, 1991; Harrison, 1997)

Es importante considerar que la calidad y la cantidad de nutrientes en la
produccion de huevos y juveniles dependen de la interaccion de diversos factores
internos y externos que influyen sobre los reproductores y que, a su vez, afectan a
la progenie (Garcia-Ulloa, 2000). Los factores internos se pueden dividir en dos
tipos: 1) genéticos, los cuales son afectados por los caracteres hereditarios y
pueden ser manipulados para la seleccion de un caracter especifico, como mayor
tamano; y 2) no genéticos, como la edad y el tamano de los reproductores, y la
posicion de los ovocitos en el ovario. Los factores externos son: 1) abiéticos, como
la temperatura, oxigeno disuelto, salinidad; y 2) bidticos, como la densidad
poblacional y el alimento; destacando para este ultimo, aspectos como la cantidad,

disponibilidad y calidad (Kamler, 1992).

Lo anterior establece que existe una clara influencia de la dieta recibida por
los reproductores en el periodo previo al desove, al igual que las condiciones de
mantenimiento en el laboratorio, sobre su progenie. Esto ha sido corroborado por
diversos trabajos en peces y crustaceos. Por ejemplo, Somerton et al., (1995),
observaron que hacia el final de la etapa reproductiva, el diametro de los huevos
disminuy6é gradualmente. Lo anterior sugiere que en cautiverio y debido a las

condiciones de estrés a que los animales fueron sometidos, el esfuerzo



reproductivo se ve aumentado, teniendo como resultado una disminucion en la
produccion de huevos, lo que parece ir en directa relacion a la limitacion
nutricional del aporte de alimento en comparacion con el que los animales pueden

encontrar en el ambiente natural.

Una de las dificultades a las que se han enfrentando los nutriélogos de
crustaceos y que ha limitado el aporte de resultados concluyentes, es la variacion
intra e interespecifica. Racotta et al. (2003), realiza una revision de los trabajos de
calidad larvaria de camarones con relacion a la condicion de los reproductores, en
la cual, define factores que afectan o determinan la calidad de la larva como:
composiciéon quimica, morfologia, condiciones ambientales, supervivencia a
pruebas de estrés, nutricibn de reproductores, entre otros. Sin embargo, para
algunas especies de crustaceos, los efectos de las dietas sobre la maduracion y
calidad de la progenie, pueden variar entre especies e incluso entre poblaciones
de la misma especie. Rodriguez-Gonzalez (1998), observd que para el langostino
Macrobrachium tenellum, el efecto de la variacion dietética en reproductores se
reflejé en el volumen de los huevos y no en otros parametros de calidad que son
utiizados para camarones peneidos y otros langostinos del género
Macrobrachium, como el numero promedio de huevos, peso humedo de la masa
total de huevos y peso seco individual del huevo. Por lo tanto, es necesario
uniformar criterios de calidad, para evaluar el ciclo reproductivo de la especie en

cautiverio (Sorgeloos y Léger, 1992) mediante estudios que contemplen la



interaccion de la nutricion de los reproductores y la calidad de la progenie
(Tandler, 1991).

Actualmente, existe una gran cantidad de bibliografia que se refiere a la
calidad de la progenie en respuesta a variaciones de algun compuesto especifico
en la dieta para reproductores (Garcia-Ulloa, 2000), asi como el gasto energético
que es generado por el proceso de la reproduccién, el cual es evaluado no solo
con el estado de maduracién de los organismos reproductores sino también con
varias caracteristicas de los productos sexuales, ya sean los gametos, huevos
(Brooks et al. 1997) o las crias mismas (Guisande et al., 1998; Racotta et al.,

2003)

Sin embargo, a la fecha han sido muy diversas las investigaciones tratando
de encontrar un alimento “6ptimo” que satisfaga los requerimientos nutricionales
de una especie. Estos trabajos se pueden dividir con relacion a la dieta utilizada
en dos tipos:

e Dieta natural

e Dieta artificial

4.1. Dieta Natural



Se han utilizado diferentes alimentos frescos para la alimentacion de
reproductores de crustaceos y peces tanto en estanques, como en laboratorio. En
crustaceos, existe una gran cantidad de alimentos frescos como los poliquetos
(Glyceradibranchiata sp.), que es comunmente utilizado para alimentar hembras
listas para el desove, de diferentes especies de camardn como Litopenaeus
vannamei, L. schmitti (Nascimento et al., 1991) y L. stylirostris (Cahu, 1998). El
efecto positivo que ejerce los poliquetos en la reproduccion de los peneidos ha
sido parcialmente atribuido al alto nivel de acidos grasos polinsaturados (Lytle et
al., 1990). Ademas, algunos organismos marinos, que son utilizados como
alimento fresco han inducido efectos positivos en la reproduccion del camaron,
entre ellos el calamar, el mejillon, el camardn y la artemia. Algunas veces pueden
estar congelados, pero esto puede deteriorara su valor nutricional; por ejemplo,
Alvarez et al., (1989) demostraron que el numero de huevos producidos por
hembras de F. indicus alimentadas con mejillones congelados es mucho menor

que el numero obtenido con hembras alimentadas con mejillén fresco.

Por otro lado, a medida que se incrementa el conocimiento sobre los
requerimientos nutricionales de las especies, la alimentacion esta siendo
complementada cada vez mas con raciones balanceadas peletizadas. Algunos
estudios recientes han concluido que la dieta mixta genera mejores resultados
(Nascimento et al., 1991). Sin embargo, para algunas especies de importancia
comercial, es necesario sustituir completamente el alimento natural durante la

reproduccién, debido a que su calidad y disponibilidad son muy variables.



4.2. Dieta Artificial

4.2.1. Proteinas

Las proteinas son el principal componente organico en algunos tejidos
animales (del 65-75 % en base seca) (D°’Abramo et al., 1997) y el componente
mas abundante en el huevo y en las larvas de decapodos (Hernandez, 2001). Las
proteinas son grandes moléculas de estructura compleja, constituidas por
alrededor de 20 aminoacidos (aa) principales, los cuales son obtenidos de la dieta
por la digestion o hidrdlisis de proteinas y que a su vez pueden ser utilizados por
los tejidos para sintetizar nuevas proteinas. Aquellos aminoacidos que el
organismo no puede sintetizar de novo se denominan aminoacidos esenciales
(D"Abramo et al., 1997; Villarreal y Pelaez, 1999). En langostas de agua dulce se
considera que aproximadamente el 58% del total de aminoacidos corresponde
aminoacidos no esenciales, mientras que los esenciales son: arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina, los
cuales son obtenidos de la productividad natural presente en los estanques de

cultivo o de las raciones alimenticias suplementadas (Villarreal y Pelaez, 1999).

En la maduracion y reproduccion de decapodos las proteinas juegan un

papel muy importante, debido a que pueden ser oxidadas para la obtencién de



energia, o bien formar parte de las proteinas de tejidos embrionales. Ademas,
proveen de aa. esenciales y no esenciales para la formacién de musculos, tejidos
conectivos y proteinas respiratorias de la hemolinfa. Las proteinas también
proveen nitrdgeno para la sintesis de coenzimas y del material genético (acidos
nucleicos y nucleétidos). El papel critico que juegan las proteinas en la
maduracién se refleja en los cambios registrados en la composicion del
hepatopancreas y ovarios durante la vitelogénesis (Harrison, 1990). EI
requerimiento para reproductores de C. quadricarinatus aun no ha sido reportado,
pero estudios realizados en juveniles reportan que el requerimiento de proteina es
de 31 % siendo mayor para dicha etapa que el requerido por adultos (Cortés-
Jacinto et al., 2003). La proteina es el elemento mas costoso en la formulacion de
dietas para crustaceos. La relacion econémica entre el costo de la proteina y el
precio del animal de cultivo ha significado que la definicion del nivel minimo de
requerimientos de proteina y aminoacidos es esencial para la formulacion de
alimentos. Una de las metas en acuacultura es utilizar la menor cantidad de
proteina en la dieta para el crecimiento, permitiendo que los carbohidratos y
lipidos proporcionen la energia metabdlica. A esto se le llama el proceso de

liberacion de la proteina (Villarreal y Pelaez, 1999).

4.2.2. Lipidos
4.2.2.1. Lipidos totales
Los lipidos constituyen una fuente altamente energética y son esenciales

para el desarrollo del metabolismo de crustaceos (Garcia et al., 1996). La



preferencia de los organismos para el uso de lipidos como fuente de energia los
coloca como el principal material energético de reserva. Otras funciones de estos
compuestos se refieren a la formacion de estructuras celulares de gran
importancia como lo son las membranas celulares y al desarrollo de moléculas

especificas como hormonas (Garcia-Ulloa, 2000).

Se sabe que el almacenamiento de lipidos juega un papel crucial en la
biologia reproductiva de los crustaceos dado que, a lo largo del ciclo de
maduracién, el ovario incrementa los niveles de lipidos mientras que, en los
lugares de almacenamiento (vgr. hepatopancreas) disminuyen, lo cual sugiere una
transferencia de lipidos de este 6rgano hacia la gbénada (Castille y Lawrence,
1989; Millamena y Pascual, 1990), sugiriendo que esta transferencia es de manera

rapida (Castille y Lawrence, 1989).

Bray y Lawrence (1990) concluyen que el requerimiento de lipidos del
camaroén azul L. stylirostris es mas alto en una dieta para reproductores que para
juveniles. De hecho, los lipidos representan del 22 al 26 % de materia seca en los
huevos de dicha especie después del desove, y la deposicidon de lipidos se realizé
durante la vitelogénesis, siendo menor que los datos reportados por Garcia-

Guerrero et al., (2003a) para C. quadricarinatus equivalente a 37 %.

Los niveles de lipidos recomendados para alimentos comerciales de

camaron fluctian del 6 al 7.5 %, sin exceder 10 %. Una disminucidon en el



crecimiento y un incremento en la mortalidad estan asociados con niveles de
lipidos que exceden 10 %, lo cual probablemente es debido a los desequilibrios y
deficiencias de los demas nutrientes (Cahu, 1998).

El requerimiento de lipidos de C. quadricarinatus en sus diferentes estadios
de desarrollo ha sido poco estudiada (Cortés-Jacinto et al., 2005). Ademas, esta
especie presenta en los estadios de juvenil y adulto un coeficiente alto de
digestibilidad aparente de lipidos provenientes de ingredientes de origen vegetal
(pasta de soya vy trigo texturizado, 94.1 %) en juveniles y pre-adultos (Campafia,

2001).

4.2.2.2. Triglicéridos y fosfolipidos

Los triglicéridos son el grupo mas abundante de lipidos y sirven
principalmente como energia de reserva, la cual es depositada en el tejido
hepatico. Este tipo de lipido esta compuesta por uno, dos 6 tres acidos grasos y

una molécula de glicerol (Garcia-Ulloa, 2000).

Una gran parte de las reservas disponibles en las larvas esta en forma de
triglicéridos, que son el principal lipido energético almacenado en células
animales. Los triglicéridos en el huevo son normalmente agotados de manera
gradual hasta el momento en que una fuente exdgena satisfaga las demandas
(Holland, 1978). Por lo tanto, se recomienda que las dietas para reproductores

contengan niveles apropiados de triglicéridos (Glencross y Smith, 1997).



Entre los lipidos, los fosfolipidos tienen también gran importancia. Estudios
en camarones peneidos reportan que representan un 45-52 % de los lipidos
totales en los huevos en desarrollo. Esta concentracion puede ser alcanzada
alimentando a los reproductores con una dieta que contenga 2 % de fosfolipidos.
Sin embargo, si se usa lecitina, el requerimiento se reduce a 1%.
Subsecuentemente, si los fosfolipidos contienen 20:5n-3 y 22:6n-2 en la posicién

numero 2 del fosfolipido, solo se requiere de 0.4 % (Akiyama et al., 1999).

Existe muy poca informacién en la literatura sobre los requerimientos y
funciones de los fosfolipidos en la reproduccién. Sin embargo, Teshima et al.,
(1988) han demostrado que la fosfatidilcolina es transferida en altas
concentraciones del hepatopancreas a los ovarios durante la maduracion,
mientras que Alva et al., (1993) observaron una reduccién en el desarrollo del
ovario en Penaeus japonicus alimentado con una dieta libre de fosfolipidos. Por
otro lado, dietas que contenian 0.8, 2.4 y 4.6% de fosfolipidos, no presentaron
diferencias en la composicion quimica del hepatopancreas, ovarios y musculo de
hembras de M. rosenbergii. Por lo tanto, es probable que los requerimientos de
fosfolipidos puedan ser cubiertos por una dieta comercial, debido al contenido de

fosfolipidos en los ingredientes (Cavalli et al., 2000).

D’Abramo et al. (1991), y Kanazawa (1985), han mostrado evidencia de una
reduccion en la tasa biosintesis de fosfolipidos en crustaceos. El benéfico de los

fosfolipidos en la dieta para camardn, ha sido atribuido a la forma del transporte,



lipidos en forma de lipoproteinas, lo que favorece la utilizacion de acidos grasos

por parte de los tejidos (Palacios, 1999).

4.2.2.3. Acidos grasos

Cinco acidos grasos se consideran esenciales para decapodos: linoléico
(18:2n-6), linolénico (18:3n-3), araquiddnico (20:4n-6), eicosapentaendico (20:5n-
3) y docosahexaendico (22:6n-3). Las fuentes vegetales tienen generalmente
niveles mas altos de 18:2n6 y 18:3n-3, mientras que los aceites animales
proporcionan mayores cantidades de 20:5n-3, 20:4n-6 y 22:6n-3 (Villarreal y

Pelaez, 1999).

La composicién de acidos grasos en la génada varia durante la maduracion
de crustaceos. En particular, se ha observado que aumenta la concentracion de
los acidos araquidénico (20:4n-6), eicosapentandico (20:5n-3), decosahexandico
(22:6n-3) en génadas maduras. Estos acidos grasos altamentesaturados (HUFA)
son importantes en ectotérmos de medios salinos por aumentar la fluidez de la
membrana celular y de los organelos. El araquidénico, por otra parte, actua como
precursor de las prostangladinas aparentemente involucradas en el desove

(Palacios, 1999).

Es bien sabido que los crustaceos tienen una baja habilidad de desaturar
las cadenas de acidos grasos, por lo que estos componentes deben de ser

adicionados en la dietas. Los HUFA de la serie n-3, son componentes esenciales



para las membranas bioldgicas en los organismos marinos. Particularmente, los
huevos en eclosiéon deben contener una concentracion de n-3 HUFA suficiente
para sostener el desarrollo de la fase embrionaria. El papel de los n-3 HUFA en la
reproduccién y calidad de huevos en los camarones ha sido estudiado por varios
autores, demostrando que estos componentes son esenciales para los
reproductores (Xu et al., 1994; Cahu, 1998). La cantidad de n-3 HUFA contenida
en la dieta de reproductores es determinante para la calidad de huevos y larvas

(Cahu, 1998).

El nivel recomendado de acidos grasos esenciales en raciones comerciales
es aproximadamente 0.4 % del total de la composicidén de la dieta. Una deficiencia
en acidos grasos puede originar una reduccion del crecimiento, incrementos en el
contenido de agua del tejido y una reduccion en la resistencia a infecciones

bacterianas (Villarreal y Pelaez, 1999).

4.2.2.4. Colesterol

El suministro de colesterol en la dieta es necesario debido a que los
crustaceos no tienen la maquinaria enzimatica para la sintesis de este esteroide
(Palacios, 1999). Tanto el colesterol como los fosfolipidos estan implicados en la
estructura de membrana celular, en los transportadores de lipidos (lipoproteinas)
Ademas el colesterol, es precursor de la vitamina D y de hormonas esteroidales,
que controlan el proceso reproductivo. La eliminacion de colesterol de la dieta o su

inadecuada absorcidon (i.e. por falta de fosfolipidos), puede producir una



disminucién en el crecimiento o un incremento en la mortalidad en juveniles debido
a la incapacidad para completar la muda. El calamar es un alimento que se
administra al camarén como fuente de colesterol. De hecho, la administracién de
calamar a hembras de L. vannamei puede inducir la sintesis de vitelogenina

(Palacios, 1999).

Los requerimientos de colesterol para M. rosenbergii van de 0.5 a 0.6 %
(D’Abramo y Daniels, 1994). Las harinas y aceites de invertebrados marinos, como
el calamar, camardén, almeja y cangrejo, son excelentes fuentes de colesterol

(Akiyama et al.,1999).

4.2.3. Carbohidratos

Son compuestos de carbono, hidrégeno y oxigeno que constituyen la fuente
de energia mas econdmica en las dietas peletizadas (New, 1987; Tacon, 1990). La
mayoria de las dietas de especies acuaticas incluyen azucares simples o
monosacaridos, disacaridos y polisacaridos; estos ultimos incluyen el almidén
(Akiyama y Dominy, 1989; Tacon, 1990). Los carbohidratos se almacenan como
glucégeno, y se utiliza como fuente de energia, en la sintesis de quitina y en la
formacion de aminoacidos y acidos grasos no esenciales (New, 1976; D’ Abramo y

Sheen, 1996).

Algunos estudios han reportado que las demandas energéticas en

crustaceos pueden ser cubiertas de manera adecuada por un aumento en la



proporcion de carbohidratos (Capuzzo, 1982; Koshio et al., 1990; Cruz-Suarez et
al., 1994). De hecho, un aumento de los carbohidratos estimula el tiempo de
retencién del alimento en el tracto digestivo y el crecimiento de la flora intestinal,
que a su vez puede ser usada como fuente de proteinas y vitaminas (Capuzzo,
1982). Lo anterior indica que es factible sustituir cierta proporcién de proteinas por
carbohidratos, lo cual tendria relevancia desde el punto de vista econdmico,
debido al alto costo asociado a la alimentacion con proteinas (Cruz-Suarez et al.,
1994), como del ambiental, ya que el aumento en la ingestién de proteinas
incrementa la produccién de amonio y otros productos metabdlicos, que en altas
concentraciones constituyen uno de los problemas de contaminacién ambiental

por acuacultura (Velasco et al., 1996).

Desde el punto de vista de la maduracion de reproductores, estudios
realizados con camarones peneidos, mostraron que las reservas de carbohidratos
en el hepatopancreas disminuyen, posiblemente debido al requerimiento

energético en esta fase de reproductiva (Palacios, 1999).

Los requerimientos de carbohidratos no han sido definidos, ya que no se
consideran elementos dietéticamente esenciales en alimentos para camaron,
aunque su utilidad y su efectividad en el costo es innegable (Akiyama et al., 1999).
Sin embargo, se recomienda una proporcion de 4:1 para la relacién entre

carbohidratos y lipidos en dietas para M. rosenbergii, lo cual puede ser una guia



apropiada para el disefo de dietas especificas para C. quadricarinatus (Villarreal y

Pelaez, 1999).

4.2.4. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos requeridos en la dieta para un
crecimiento normal. Al mismo tiempo, intervienen en un gran cantidad de
reacciones quimicas corporales destacando el proceso reproductivo y el

mantenimiento de la condicion sanitaria de los organismos (Garcia-Ulloa, 2000).

Es bien sabido que las vitaminas juegan un papel muy importante en el
proceso reproductivo, particularmente en el desarrollo embrionario de diferentes
organismos como crustaceos, insectos o peces. Por ejemplo, los efectos de la
vitamina E y vitamina C en la reproduccién del camarén y la calidad larval, han
sido estudiadas por considerar que los camarones no pueden producir estos
compuestos y se les debe adicionar en la dieta en cantidades suficientes para que

puedan desarrollar la etapa lecitotréfica del embrion (Cahu, 1998).

El requerimiento de estos compuestos organicos varia de acuerdo a
factores como la especie, la edad, tasa de crecimiento, talla de los animales, la
calidad de la dieta, la temperatura del agua, el metabolismo del organismo, entre

otros (Akiyama y Dominy, 1989, Garcia-Ulloa, 2000).



Los estudios de requerimientos de vitaminas en crustaceos se han
realizado principalmente en especies de camardn (Lawrence y He, 1999).
Villarreal y Pelaez (1999) han presentado una formulacion para C. quadricarinatus
(Tabla ).

Tabla I. Requerimientos de vitaminas para Litopenaeus vannamei, Penaeus

japonicus (Lawrence y He, 1999) y formulacion propuesta para Cherax
quadricarinatus (Villarreal y Pelaez, 1999).

Vitamina . _ b _ C. quadricarinatus
(mgj/i;,:jneag::a) (mg/ﬁngg I:j:i::a) (mg/kg de dieta)
Tiamina 25 60-120 150
Riboflavina 38 80 100
Piridoxina 80 120 50
Acido Pentanoico No requerida No requerida 100
Acido Nicotinico 50 400 -
Biotina - 4 1
Acido Félico 20 - 20
Vitamina B12 - - 0.1
Colina 1000 600 400
Inositol No requerida 2000 300
Vitamina C 120/41 10000 1200
Vitamina A 2600 Ul - 15000 Ul
Vitamina D 2000 Ul - 5000 Ul
Vitamina E 99 200 400
Vitamina K No requerida - 20

4.2.5. Minerales



Existen aproximadamente 20 elementos inorganicos que realizan funciones
esenciales en el organismo (Akiyama y Dominy, 1989; Tacon, 1990). Algunos de
ellos son requeridos en cantidades considerables, por lo que se les conoce como
macroelementos. Otros se requieren en menor cantidad y son considerados

microelementos (Tacon, 1990).

Algunos minerales forman parte del exoesqueleto, participan en el balance
de la presion osmatica, en la contraccion muscular y en la transmision del impulso
nervioso. También forman parte de enzimas, vitaminas, hormonas y pigmentos, e
intervienen en algunos procesos metabdlicos. Algunos minerales se requieren en
grandes cantidades y se denominan macro-minerales, que incluyen calcio, fésforo,

potasio, magnesio, sodio, cloro y azufre.

Los requerimientos cuantitativos de minerales no han sido definidos para C.
quadricarinatus (Villarreal y Pelaez, 1999). Sin embargo, para especies de
camaron se tiene definido un nivel recomendado de minerales (Akiyama et al.,

1999) (Tabla Il).

Se ha sugerido que los moluscos incorporados en la dieta, promueven la
maduracién de crustaceos debido a que presentan altas concentraciones de
microelementos, tales como zinc, cobre y cadmio, necesarios para la activacion de
multiples enzimas (Civera, 1993). A medida que la maduracion gonadica en

crustaceos avanza, las concentraciones de zinc aumentan, mientras que la de



cobre y cadmio disminuyen. En camarones peneidos también se ha visto que la
concentracion de zinc en el ovario aumenta con el desarrollo gonadico (Méndez et

al., 2001).

Tabla Il. Nivel recomendado de minerales en alimentos comerciales de camarén
(Tomado de Akiyama et al., 1999).

MINERAL CANTIDAD REQUERIDA
(por kg de dieta)
Calcio 2.8 %
Fésforo disponible 0.9 %
Fosforo total 1.8 %
Magnesio 0.2 %
Sodio 0.6 %
Potasio 0.9 %
Hierro 300 ppm
Cobre 25 ppm
Zinc 110 ppm
Manganeso 20 ppm
Selenio 1 ppm
Cobalto 10 ppm

4.2.6. Pigmentos
La mayoria de los crustaceos contienen pigmentos carotenoides en el
exoesqueleto, hipodermis, ojos, hemolinfa, hepatopancreas, ovario y en el huevo

(Harrison 1990). En el huevo, se considera que desempefa diversas funciones en



la maduracién, reproduccion, respiracion y en el mejoramiento de la respuesta
inmune (Sagi et al., 1996). Estos son depositados en los tejidos en forma de
esteres de astaxantina. Los carotenoides generalmente se encuentran asociados
a los lipidos o formando complejos con proteinas de forma no covalente (Palacios,
1999). Hasta la fecha se han identificado mas de 500 carotenoides los cuales
difieren en el grado de saturacién, ciclizacion, oxidacion y numeros de carbonos
que presentan. Se ha propuesto que los carotenoides participan en multiples
funciones, tales como proteccién solar, pigmentacion de la cuticula del embrion,
reservas intracelulares de oxigeno (como parece ser el caso en los moluscos),
resistencia a altas temperaturas, al amonio e incremento en la resistencia
inmunoldgica (Sagi et al., 1996; Cahu, 1998). En el caso particular de huevos de
crustaceos los niveles de carotenoides han cobrado importancia debido a su
relacion con la produccion de vitamina C y E, ademas en la proteccion contra la
oxidacion de lipidos insaturados (Cahu, 1998). Sagi et al., (1996) observaron que
el carotenoide de mayor acumulacién en el ovario de Cherax quadricarinatus es la
astaxantina y que, ademas, existe una correlacion entre el contenido de este
pigmento en la hemolinfa y el diametro de los ovocitos formados. Lo que ha
sugerido la asociaciéon de éste pigmento con la vitelina y la vitelogenina (Sagi et

al., 1996).

A pesar de la importancia de los carotenoides, no ha sido determinada
claramente su funcion. Es evidente su acumulacion durante la maduracion, la cual

es considerada como un reflejo de sus importantes funciones durante la



gonadogénesis, gametogénesis, embriogénesis y durante el desarrollo larval
temprano (Sagi et al, 1995; Sagi et al., 1996). Se considera que el
enriquecimiento de carotenoides en la dieta de reproductores puede influenciar la
calidad de los huevos y la viabilidad y vitalidad del producto eclosionado (Harrison
1990).

Durante la maduracion temprana (vitelogénesis primaria) los carotenoides
se acumulan en el hepatopancreas de forma libre y esterificada y durante la
vitelogénesis secundaria son transportados en la hemolinfa como lipo-glico-
caroteno-proteinas hacia los ovarios e incorporados mediante pinocitosis por los
ovocitos para su almacenamiento (Harrison, 1990). El rango de colores que
proporcionan los pigmentos varia con cada carotenoide y con el tipo de complejo
de glucoproteina o lipoproteina del cual esté formado. La pigmentacion que
proporcionan a los ovarios es visible y puede ser usado inclusive como un

indicador de su grado de maduracién (Sagi et al., 1995; Sagi et al., 1996).

4.2.7. Energia

Los crustaceos se alimentan para satisfacer sus requerimientos energéticos
para el crecimiento, actividad muscular y reproduccion (Villarreal, 1987). Sin
embargo, el exceso o insuficiencia en los niveles de energia en la dieta reduce la
tasa de crecimiento o el desarrollo de la gbnada. Por ello, el balance entre

proteina y energia en la dieta debe ser mantenido (New, 1987).



El proceso biolégico de utilizacion de energia es definido como
metabolismo. La velocidad a la que la energia es utilizada es llamada tasa
metabdlica, la cual estd influenciada por factores como temperatura del agua,
especie, edad, talla, actividad reproductiva, condicién fisica, concentracién de
oxigeno y COy, salinidad y pH (Akiyama y Dominy, 1989; Villarreal et al., 1999).

Es importante entender que la energia no es un nutriente sino el resultado
del desdoblamiento metabdlico de compuestos alimenticios como lo son las
proteinas, las grasas y los carbohidratos. Las proteinas, las grasas y los
carbohidratos en la dieta presentan caracteristicas energéticas capaces de
proveer de calorias a los animales para desarrollar sus funciones fisioldgicas

(Garcia-Ulloa, 2000).

El proceso de la reproduccion, desarrollo embrionario y larvario, en
organismos acuaticos requiere de una gran cantidad de energia, la cual se deriva

del desdoblamiento de los compuestos alimenticios (Garcia-Ulloa, 2000).

5. Parametros de calidad en huevos y juvenil.

Actualmente el aprovisionamiento de huevos y/o larvas en cantidades
suficientes y calidad aceptables representa uno de los principales “cuellos de
botella” en la produccién de organismos acuaticos bajo condiciones controladas

(Garcia-Ulloa, 2000).



Existe una amplia diversidad de criterios de calidad del huevo, que son
utilizados en forma indiscriminada para las diferentes especies. Algunos de los
parametros que se han empleado como estimadores de calidad son: el tamafio del
huevo, la fertilizacion, la transparencia, el contenido energético, el contenido de
enzimas, el volumen del huevo, el contenido de vitaminas, el peso seco y la
morfologia larval, entre otros (De Caluwé, 1995). Estos criterios han sido
comunmente extrapolados de manera intra especifica, creando una confusion al
momento de interpretar los resultados, por lo que es importante la caracterizacion

y determinacion de criterios especificos para cada especie.

Por ejemplo, la condiciéon fisiologica de los huevos, se refiere a su
composicion proximal, la cual tiene una relacion directa con la nutricion de los
reproductores y con la mayoria de los parametros antes mencionados. Como lo
apunta Lall (1995), “el balance nutricional en la dieta de los organismos acuaticos
es un importante factor para evaluar la calidad de la progenie”, lo cual puede ser
aplicado no solo en los animales que se encuentran en proceso de engorda, sino
también a los reproductores y al huevo. El contenido energético de una dieta para
reproductores debe contemplar no solo el gasto metabdlico que se requiere para
el mantenimiento de las funciones basicas del organismo, sino ademas debe
cubrir la fuerte demanda energética que el proceso reproductivo y la transferencia
de reservas implica. Kamler (1992) reconoce y describe detalladamente tres

etapas alimenticias a partir del mantenimiento de los reproductores: endégena,



que comprende la transferencia de energia y nutrientes de la hembra al huevo
(iniciando con la dieta en maduracién sexual y finalizando hasta que la larva o
embridén absorbe la mayor parte del vitelo); mixta, que incluye la etapa en que la
larva aun conteniendo algo de vitelo, comienza ya a ingerir alimento externo como
rotiferos, microalgas, entre otros, y exdgena, en el que la larva se alimenta
exclusivamente de microorganismos hasta que es “destetado” e ingiere alimento

balanceado o peletizado principalmente.

La calidad del huevo de tipo lecitotrofico, como el que presenta C.
quadricarinatus, es de gran importancia, puesto que su desarrollo depende de las
reservas quimicas transferidas hacia el embridén por la madre; de ahi que huevos
con alta cantidad de reservas metabdlicas y alta capacidad de transformar dicha
energia cuenten con mayores probabilidades de pasar a estadios posteriores y
sobrevivir a condiciones no 6ptimas (Racotta et al., 2003). Racotta et al., (2003) y
Garcia-Guerrero et al., (2003a) entre otros, consideran que la cuantificacion del
nivel inicial de reservas en el huevo pueden determinar en gran medida la calidad
larval posterior; es decir que consideran a la composicion quimica del huevo
(proteinas, lipidos, carbohidratos) como un criterio predictivo de calidad de la

progenie.

5.1. Pruebas de estrés
Algunos autores han desarrollado criterios que permitieran dilucidar la

condicion de los juveniles y/o larvas, a menudo referida esta como “calidad”.



Dichas evaluaciones son conocidas como pruebas de resistencia o estrés (Racotta
et al., 2003). Estas son usadas como un criterio de control de calidad en los
laboratorios de produccién de juveniles y/o larvas (Alvarez et al., 2004). Tales
pruebas consisten en someter a los juveniles y/o larvas a cambios bruscos de
algun factor ambiental como salinidad, cambios en la temperatura del agua o bien
a factores que han sido propuestos recientemente como bajas concentraciones de
oxigeno o exposiciones aire (Ibarra et al., 1998), altas concentraciones de amonio

(Cavalli et al., 1999; Cavalli et al., 2000), entre otros.

Las pruebas de estrés salino consisten en someter a los juveniles a un
cambio abrupto en la concentracion de sal durante cierto periodo (Cavalli et al.,
2000). La supervivencia a la prueba de estrés de salinidad se basa principalmente
en la capacidad osmorreguladora de los organismos, y esto depende a su vez del
grado de desarrollo de la postlarva, por lo que es una forma de evaluar la
condicion fisioldgica (Austin, 1995; Charmantier et al., 1998; Racotta et al., 2004;
Palacios et al., 2004). C. quadricarinatus pueden sobrevivir y desarrollarse durante
periodos largos en aguas con salinidades de alrededor de 12 a 14 UPS (Villarreal
y Pelaez, 1999). Por lo que, al realizar las pruebas de estrés se debe considerar

su intervalo de tolerancia.

Por otro lado, pruebas agudas de toxicidad al amonio han sido
desarrolladas para estimar la tolerancia de organismos acuaticos. EI amonio es el

principal producto final del metabolismo de proteinas, siendo la forma de excrecion



nitrogenada y una de las sustancias téxicas mas comunes en los sistemas de
cultivo (Chen y Kou, 1992, Hernandez, 2001). El amonio es un componente que al
estar en grandes cantidades en el medio, se diluye o es absorbido por diferentes
tejidos provocando un incremento en el pH de la sangre y un desequilibrio en las
reacciones enzimaticas del organismo, como es la inhibicién del transporte del
sodio. Ademas, este compuesto provoca danos en los epitelios branquiales y
reduciendo la capacidad del organismo de captacién del oxigeno y transporte del
mismo provocando su muerte (Armstrong et al., 1978). Para la realizacién de
dichas pruebas, es necesario calcular la dosis considerada letal para un 50% de la

poblacién (LCsp), esto durante un periodo de 24 h (Jayasankar y Muthu, 1983).

Otra prueba que recientemente se ha usado, es el someter al organismo a
un medio donde la concentracién de oxigeno en el agua es baja (hipoxia). Esto se
puede realizar burbujeando nitrégeno u algun otro gas inerte en el agua (durante
20 minutos). Después de haber sometido a los organismos a hipoxia, éstos son
llevados nuevamente en recipientes con saturacién de oxigeno para un periodo de

recuperacion, y evaluar la supervivencia de los organismos (Ibarra et al. 1998)

La calidad en los juveniles es uno de los problemas para el desarrollo de la
produccion acuicola que generalmente se ve reflejada en los organismos que se
destinan para engorda (Bromage et al., 1991) y, en algunos casos, como un factor
para determinar si una especie puede ser potencialmente considerada para cultivo

(Fernandez-Palacios et al., 1994).



Siendo la langosta de agua de dulce C. quadricarinatus un organismo que
presenta un ciclo de vida simple y un alto potencial de desarrollo en la acuacultura,
es conveniente buscar la optimizacion en todas las etapas de cultivo,
primordialmente para la obtencion de juveniles en cantidades suficientes y calidad
aceptable. La definicion de los requerimientos nutricionales de los reproductores,
es uno de los pasos para estandarizar criterios dptimos para la reproduccion de

esta especie.



HIPOTESIS

Se plantean dos hipétesis:

1) La dinamica de la sintesis, almacenamiento y utilizacién de nutrientes
durante el desarrollo gonadal de la langosta de agua dulce C. quadricarinatus es
similar a especies de decapodos como M. rosenbergii y Litopenaeus sp.
Consecuentemente, el indice gonadosomatico (IGS), siendo una variable
comunmente usada para determinar el grado de desarrollo de la gdnada,
presentara una correlacion con los indicadores quimicos, histoquimicos e
histolégicos utilizados, lo cual contribuira a establecer el momento ideal para

introducir a los machos y mejorar la eficiencia del numero de desoves.

2) Los requerimientos nutricionales de los organismos son similares durante
la maduracién y etapas no reproductivas. Esto quiere decir que una vez que se
alcanza la madurez reproductiva, los nutrientes sé canalizan de manera principal a
la reproduccién. Esto se reflejara en la acumulacién de nutrientes en la génada, lo
cual puede ser medido con el IGS, numero de desoves y fecundidad. Por otro
lado, especies lecitotréficas buscan garantizar la calidad de la progenie usando
diferentes fuentes de nutrientes para desarrollar la génada, y desovando soélo
después de que la composicibn quimica del huevo (proteinas, lipidos,
carbohidratos y vitelina) sea uniforme. Por ello, se propone que C. quadricarinatus
debera ser capaz de mantener la composicion quimica de la gdnada

independientemente de la composicion de la dieta. Sin embargo, valores similares



a nivel macromolecular (proteinas, lipidos, carbohidratos y vitelina), no
necesariamente reflejara un balance de compuestos esenciales. Sino que, estas
limitaciones deberan ser traducidas en diferencias en la calidad del huevo y del
juvenil, lo cual se reflejaran en parametros como numero de desoves, fecundidad,
tamano y peso del huevo, numero de juveniles y respuesta a la prueba de estrés
de los juveniles producidos. De los resultados obtenidos se podra estimar el nivel
optimo de proteina y lipidos en la dieta para eficientizar el proceso reproductivo de

C. quadricarinatus.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Definir el proceso de acumulacién de nutrientes durante el desarrollo gonadal y los

efectos de los niveles de proteinas y lipidos incluidos en dietas para la maduracion

de reproductoras de la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus, con

relacion con la calidad del huevo y juvenil.

2. Objetivos especificos

e Describir el desarrollo gonadal de hembras de langosta de agua dulce Cherax

quadricarinatus bajo condiciones controladas de cautiverio.



Determinar la calidad del huevo obtenido de hembras de Cherax
quadricarinatus alimentadas con dietas con diferente nivel de inclusién de
proteinas y lipidos, utilizando indicadores quimicos y morfolégicos.

Definir cambios en el contenido de vitelina en el huevo, mediante la variacion
de niveles de inclusién de proteinas y lipidos en la dieta de hembras
reproductoras.

Determinar la calidad de los juveniles de Cherax quadricarinatus con relaciéon a
la variacion en el nivel de proteinas y lipidos incluidos en dieta para hembras
reproductoras, utilizando indicadores quimicos, morfoldgicos y fisioldgicos.
Evaluar el efecto del nivel de inclusién de proteina y lipidos de la dieta en
variaciones en la respuesta a pruebas de estrés de juveniles de langosta de
agua dulce Cherax quadricarinatus.

Definir la relacion proteina / lipidos que produzca una mejor calidad del huevo y

juvenil.



MATERIALES Y METODOS

1. Organismos experimentales

Las hembras de C. quadricarinatus (25.0 + 4 gy 15.0 + 3 g) utilizadas en el
presente trabajo, fueron obtenidas a partir de la poblacién de reproductores que
posee el CIBNOR. La primera talla utilizada corresponde a la reportada por
Naranjo (1999), para el cultivo monosexual de esta especie. En algunos ensayos
se utilizaron organismos mas pequefios debido a que se buscé garantizar que los
organismos estuvieran en fase de primera madurez (King, 1993; Villarreal y

Pelaez, 1999).

2. Diseino, formulaciéon y fabricaciéon de alimentos experimentales

En el presente estudio se elaboraron dietas experimentales compuestas,
formuladas con el paquete MIXIT-Win y fabricadas segun el método descrito por
Civera-Cerecedo (1989). Tanto los ingredientes como las dietas elaboradas fueron
analizadas para conocer su composicion proximal y contenido energético (AOAC,

1995; ver seccidn 7).

De acuerdo al tratamiento experimental, las dietas tuvieron una
composicién especifica. Los ingredientes utilizados fueron: harina de pescado

(sardina), harina de calamar, pasta de soya, harina de trigo, harina de sorgo,



aceite de pescado, lecitina de soya, grenetina, premezcla de minerales CIB’93
(Civera et al., 1996), premezcla de vitaminas Conklin '98 (Civera et al., 1996),
acido ascorbico (Star C), cloruro de colina (62%) y carbonato de calcio. Los
macroingredientes utilizados fueron molidos y tamizados a 500 um, previo a la
elaboracion de las dietas, para que la mezcla fuera homogénea. Cada dieta fue
preparada mezclando primeramente los macroingredietes en una batidora
industrial (Thunderbird ®, Berlin, Alemania) hasta obtener un homogenizado (Fig.

3).

Figura 3. Batidora industrial utilizada para la mezcla de los ingredientes

Los microingredientes como las premezclas de vitaminas y minerales,

cloruro de colina y carbonato de calcio, se mezclaron en un recipiente plastico,



antes de ser adicionado a los macroingredientes. El aceite de pescado y la lecitina
de soya se homogenizaron hasta obtener una emulsion antes de ser incorporados
a la mezcla. Utilizando una batidora y agregando agua en una proporcion de 30%
del peso de los ingredientes. El alimento se pasé por un molino de carne (Tor-

Rey®, Monterrey, N. L., México), utilizado un dado con orificio de 2 mm (Fig. 4).

Figura 4. Molino de carne utilizado para la elaboracion del alimento peletizado.

3. Unidades experimentales.

Se utilizaron cuatro modulos experimentales para la realizacion de las

evaluaciones experimentales.



Modulo A.

La figura 5A muestra el sistema de 24 tanques de fibra de vidrio de 1,500 L
(2 x 1 x 0.75 m) cada uno. El fotoperiodo fue controlado mediante relojes
automaticos, manteniendo 14h luz y 10h oscuridad. La temperatura se mantuvo
constante (28 + 1°C) con dos calentadores de 300 W (Aquarium Pharmaceuticals,
Inc. Paris, Francia), en cada tanque. El oxigeno disuelto fue superior a 4 mg/L, por
medio de un difusor de aire conectado a un soplador de 5 HP (Sweetwater®,
Apopka, FL, EUA) a través de piedras de silice. Cada unidad experimental
contaba con escondrijos consistentes en 2 racimos de 5 lienzos de malla de nylon
de 0.7 m x 1 my 40 tubos de PVC de 7 cm de diametro x 24 cm de largo,

distribuidos al azar en el fondo, con el fin de reducir el estrés y canibalismo.

Modulo B.

El sistema consistio de 48 acuarios de fibra de vidrio (0.70 x 0.40 x 0.38 m)
de 80 L cada uno. La temperatura se mantuvo constante (28 + 1°C) mediante un
calentador de 100 W (Aquarium Pharmaceuticals, Inc. Paris, Francia) en cada
acuario. El oxigeno disuelto se mantuvo por encima de 4 mg/L, mediante piedras
de silice conectadas a un soplador de 5 HP (Sweetwater®, Apopka, FL, EUA).
Cada acuario contaba con escondrijos (2 lienzos de malla de nylon de 30 cm x 30

cmy 2 tubos de PVC de 4 cm de diametro x 24 cm de largo) (Figura 5 B).



Figura 5. Sistemas utilizados para la realizacion de las evaluaciones
experimentales. Médulo A con 24 unidades de 1500L (A). Modulo B con 48
acuarios de 80L (B). Fotografias del interior de las unidades experimental del
Modulo A (c) y B (d), las cuales contenia escondrijos.



Modulo C.

Sistema de 12 tanques circulares de fibra de vidrio de 1,000 L (2 m
diametro x 1 m de altura) cada uno. La temperatura se mantuvo constante (28 +
1°C) con dos calentadores de 300 W (Aquarium Pharmaceuticals, Inc. Paris,
Francia) en cada tanque. El oxigeno disuelto fue superior a 4 mg/L, al utilizar
difusién de aire proveniente de un soplador de 5 HP (Sweetwater®, Apopka, FL,

EUA) a través de piedras de silice.

Cada tanque contaba con escondrijos (2 racimos de 5 lienzos de malla de
nylon de 0.7 m x 1 m y 40 tubos de PVC de 7 cm de diametro x 24 cm de largo)

distribuidos al azar en el fondo (Fig. 6 A).

Modulo D.

El sistema consistiéo de 100 recipientes de plastico de 250mL cada uno, los
cuales fueron colocados dentro de javas de plastico (60X40X12 cm), con 15 cm de
agua. La temperatura se mantuvo constante (28 + 1°C) con un calentador de 100

W (Aquarium Pharmaceuticals, Inc. Paris, Francia) (Fig. 6 B).



Figura 6. Sistemas utilizados para la realizacibn de las evaluaciones
experimentales. Médulo C con 12 unidades de 1000L (A). Médulo D con 100
unidades de 0.25 L.



4. Desarrollo gonadal de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

4.1. Desarrollo y composiciéon quimica de la génada de hembras de langosta

de agua dulce C. quadricarinatus, en relacion al indice gonadosomatico.

Previo al inicio del experimento, se realizé una inspeccion visual, para evitar
la seleccion de organismos heridos o enfermos. Ello permitié recolectar 180
hembras saludables, las cuales se midieron y pesaron (78 +6.2 mmy 255+ 3.8 g
respectivamente), para posteriormente ser marcadas individualmente con tinta
permanente (Paper Mate ®) y transferidos al médulo A, donde fueron mantenidas
durante 70 dias. Durante este periodo, los organismos se alimentaron con una
dieta experimental con 33% proteina cruda y 8% lipidos, y una proporcion de
proteina y energia (P/E) de 17.16 mg/kJ, siguiendo el criterio de Rodriguez-

Gonzalez (2001) para el desarrollo 6ptimo de la génada.

Durante este periodo, cinco hembras fueron colectadas al azar de cada
tanque cada 15 dias, y se registro el peso y la longitud. Posteriormente, las
hembras se disectaron para extraer la gbnada y el hepatopancreas, los cuales se
pesaron para calcular dos indices:

(1) indice Gonadosomatico (IGS) = peso de la génada/peso del organismo

x 100 (McRae y Mitchell, 1995; Sagi et al., 1996),
(2) indice Hepatosomatico (IHS) = peso del hepatopancreas/peso del

organismo x 100 (McRae y Mitchell, 1995).



Se tomd una muestra de gbénada y se realizé el analisis histolégico e
histoquimico, evaluando la talla de los ovocitos y nucleo en diferentes etapas de
desarrollo, asi como cambios cuantitativos en la composicion de lipidos y
carbohidratos (Rodriguez-Jaramillo, 2004; ver seccién 7). Para este propdsito, el
area de 30 ovocitos de cada tipo, fue delineada con el raton de la computadora, la
cual permite que el software (Image Pro Plus ® Vers 4.5., Maryland, EUA) calcule
su diametro, area y volumen automaticamente. Posteriormente para determinar la
suma del area tefida con relacién al area total del citoplasma del ovocito, se
calcularon dos indices como los indicadores de calidad de los ovocitos:

(3) indice de lipidos (IL) = Area de lipidos/ area del citoplasma x 100

(4) indice de carbohidratos (IC) = Area de carbohidratos/ area del

citoplasma x 100.

Ademas, para evaluar la dindmica de desarrollo de la gonada, los ovocitos
fueron clasificados segun su fase de vitelogénesis de acuerdo a los esquemas
propuestos por Tan Fermin y Pudadera (1989) para camarén, y Abdu et al., (2000)
para esta especie: previtelogénicos (ovocitos pequefos e inmaduros con un
nucleo localizado en el centro, el cual contiene cromatina basoéfila y una
membrana celular definida), vitelogénico primario (aparicién de gotas de vitelo en
el citoplasma), vitelogénico secundario (abundantes gotas de vitelo en el
citoplasma) y postvitelogénico (ovocitos totalmente crecidos y maduros con un
nucleo irregular). Se analizaron cambios en la frecuencia y talla de cada tipo de

ovocito en cada muestra. Estos datos se correlacionaron con los valores del IGS.



Se extrajeron muestras adicionales de génada y hepatopancreas, y se
determind su composicion quimica (proteinas, lipidos y carbohidratos; ver seccion
7). Los parametros quimicos obtenidos se correlacionaron con las variaciones en

los valores IGS.

5. Calidad del huevo de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

5.1. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta en la
composicion bioquimica y talla del huevo de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

Hembras de 25.0 + 4 g fueron colocadas en el médulo A, a una densidad de
40 organismos por tanque (11 org/m?). Los machos fueron colocados en el médulo
C, bajo las mismas condiciones que las hembras. Después de 7 dias de
acondicionamiento, los organismos fueron pesados y marcados en el caparazén,
con tinta indeleble (Paper Mate ®). Doce dietas con diferente nivel de proteina
cruda (22, 27, 32 y 37%) y lipidos (4, 8 y 12%), fueron utilizadas durante esta fase
experimental. Las dietas fueron analizadas, por ftriplicado, para determinar su

composicién proximal y contenido energético (Tabla lll y V).



Tabla Ill. Férmulas de las dietas experimentales (g/kg) para reproductores con cuatro niveles de proteina (22, 27, 32 y 37% PC) y
tres niveles de lipidos (4, 8 y 12% LIP) que se utilizaron en la evaluacion de la calidad de huevos y juveniles de C. quadricarinatus.

Ingrediente 22% PC 27% PC 32% PC 37% PC
4%LIP 8%LIP 12%LIP 4%LIP 8%LIP 12%LIP 4%LIP 8%LIP 12%LIP 4%LIP 8%LIP 12%LIP

Harina de pescado 38.23 45.81 53.47 121.28 129.26 137.31 204.95 213.32 221.78 289.23 298.01 221.78
Harina de sorgo 476.78 429.24 381.25 393.95 34584 297.30 310.48 261.82 21273 226.38 177.17 212.73
Aceite de sardina 12.18 32.19 52.38 12.10 32.15 52.40 11.98 32.10 52.40 11.90 32.10 52.40
Lecitina de soya 12.17 32.15 52.30 12.06 32.15 52.38 11.99 32.16 52.49 11.88 32.11 52.49
H. Trigo Integral 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00
Harina de Calamar 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Pasta de Soya 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00 150.00
Grenetina 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
Premezcla de Min' 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
Premezcla de Vit® 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
Vitamina C 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Cloruro de Colina 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60
Carbonato de Calcio 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00

' Premezla de minerales (g/kg de alimento): Cloruro de potasio (KCI) 0.5, Sulfato de magnesio (MgSQO,.7H,0) 0.5, Sulfato de zinc (ZnS0O,.7H,0) 0.09, Cloruro
de manganeso (MnCl,.4H,0) 0.0234, Sulfato cuprico (CuS0O,4.5H,0) 0.005, loduro de potasio (KI) 0.005, Cloruro de cobalto (CoCl,.2H,0) 0.0025, Fosfato

acido de sodio (Na,HPO,) 2.37.

> Premezcla de vitaminas (excepto donde Ias unidades se indican, los valores son em mg/kg): Vitamina A Acetato (Retinol) 5000 Ul, Vitamina D
(Colecalciferol) 4000 Ul, Vitamina E (Tocoferol) 100, Vitamina K, Menadiona 5, Tiamina (B,) 60, Riboflavina (B,) 25, Piridoxina (Bg) 50, Ac. DL-Pantoténico 75,
Niacina (acido nicotinico) 40, Biotina 1, Inosito 400I, Cianocobalamina (B4,) 0.2, Ac. félico 10, vehiculo (celulosa).



Tabla IV. Analisis proximal de las doce dietas utilizadas en la evaluacion de la calidad de huevos y juveniles de C. quadricarinatus.

22% PC 27% PC
4% LIP 8%LIP  12%LIP 4%LIP 8%LIP  12%LIP 4%LIP

32% PC 37% PC
8%LIP  12%LIP 4%LIP 8%LIP  12%LIP

Proteinas 22.47+0.17 22.62+0.14 22.85+0.18 27.19+0.20 27.65+0.08 28.01+£0.16 32.19+0.34 32.38+0.29 32.19+0.17 36.52+0.32 37.18+0.09 37.35+0.08

Extracto etéreo 3.69+0.12 7.37£0.2 11.51+0.15 4.06£0.06 8.03+0.03 11.74+0.08 4.05+0.03

Cenizas 6.35:0.05 6.51+0.02 6.49+0.03 7.44+0.05 7.33+0.01 7.31+0.54 8.54+0.06
Fibra - - - 1.23+0.07 0.96:0.03 0.90+0.02 0.59+0.03
E.LN. 67.49 63.5 59.15 60.08 56.03 52.04 54.63
Energia (kJ/g) 19 54+0.06 20.45+0.05 21.44+0.02 19.25+0.03 20.19+0.08 21.00+0.07 19.71+0.01
P/E (mg/kJ) 11.49 11.05 10.65 14.11 13.69 13.33 16.32

7.731£0.03 11.92+0.11 4.21+0.10 8.21+0.02 12.08+0.03
8.71£0.22 8.84+0.08 9.84+0.03 10.00+0.03 7.99+0.01
0.28+0.01 0.30+0.05 0.62+0.07 0.42+0.01 0.38+0.03
50.89 46.75 48.81 4419 42.24
20.74+0.1 21.73£0.07 20.57+0.1 21.61£0.1 22.17+0.1
15.61 14.80 17.74 17.20 16.84

" Calculado por diferencia: E.L.N. = 100 - (% Proteinas + % Lipidos + %F. Cruda, + %Cenizas)



La alimentacion fue a saciedad, dosificada el alimento en dos raciones al
dia (10:00 y 17:30 h). Cada dos dias se retir6 el exceso de alimento y las heces

fecales, mediante el cambio del 40-50% del volumen total del agua.

A fin de propiciar la cépula, después de 45 dias de alimentacion, se
colocaron machos azarosamente en los tanques donde se encontraban las

hembras en una relaciéon 3 H: 1 M.

Cada dos dias se registré el numero de hembras gravidas (Fig. 7) en cada
estanque. Las hembras se pesaron (0.01 g), midieron (0.01 mm), y se despegaron
20 huevos con pinzas de diseccion (Garcia-Guerrero et al., 2003a). De los huevos
recolectados se registraron los siguientes parametros:

e Peso humedo y seco (g),

e Volumen (m®), area (m?), diametro mayor y menor (mm). Los huevos
fueron despegados de la hembra, y colocados en un recipiente de
vidrio para tomarles una foto con un microscopio estereoscopico con
ocular con objetivo de 0.64X (Leica ® MZ16, Wetzlar, Alemania) y
una camara digital (Olympus®, DP11, New York, EUA). Las
imagenes resultantes fueron procesadas mediante el programa
Image Pro ® (vers. 4.5), en una computadora Dell (Pentium 4)

mediante la delineacion del contorno de los huevos con el ratéon de la



computadora, permitiendo obtener los valores antes mencionados de
manera automatica (Fig. 8).
e Composicion quimica (proteinas, carbohidratos, lipidos totales y

energia; ver seccion 7).

Figura 7. Hembra gravida de langosta de agua dulce C. quadricarinatus

La fecundidad se determiné mediante la extraccion de la masa ovigera con
una espatula, tratando de que el animal no perdiera sus peridopodos y/o fuera
lastimado. Posteriormente se realiz6 un conteo total de los huevos (Rodriguez-

Gonzalez, 1998).



Figura 8. A) Imagen digitalizada de huevos de C. quadricarinatus. B) Medicion del
volumen, area, diametro mayor y menor del huevo utilizando el programa Image
Pro ® 4.5, con un microscopio estereoscoépico (0.65x).

5.2. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta para
hembras reproductoras de langosta de agua dulce C. quadricarinatus en la
composicion quimica del musculo y hepatopancreas y el contenido de

vitelina en el huevo

Ochocientos cuarenta hembras y doscientos ochenta machos (15.0 + 3 g)
fueron seleccionados, verificando su condicion de salud (ninguna herida o parasito
externo) antes de su introduccién al modulo A, a una densidad de 40 organismos
por tanque (11 org/m?). El recambio de agua se realizé cada dos dias, mediante el
cambio del 40-50% del volumen total del agua. La alimentacion fue a saciedad,

dosificada en dos raciones al dia (10:00 y 17:30 h).



Ocho dietas con diferente nivel de proteina cruda (18, 25, 31 y 37%), lipidos
(3 y 7%) y relacion proteina y energia (P/E; 10, 11, 14, 16, 18, 20, 22, 24 mg/kJ;

Tabla V).

Después de 15 dias de alimentacion, se colocaron machos en los tanque de
hembras para establecer una relacion 3 H:1 M, durante 55 dias. Cada dos dias se
registréo el numero de hembras gravidas de cada tratamiento, para determinar el

porcentaje de desoves.

10 hembras gravidas fueron seleccionadas al azar y pesadas (g), para
posteriormente tomar 20 huevos cuidadosamente con pinzas de diseccion, con el
fin de evaluar el contenido de vitelina en estos (Serrano-Pinto et al., 2003; ver

seccion 7).

Ademas, para determinar la composicion quimica (proteinas, lipidos,
carbohidratos) y contenido de energia (ver seccion 7) del musculo y
hepatopancreas, cinco hembras por tratamiento fueron sacrificadas después de la

obtencién de los huevos.



Tabla V. Formulas de las dietas experimentales (g/kg) para reproductores con cuatro niveles de proteina (18, 25, 31y
37% CP) y dos niveles de lipidos (3 y 7% LIP) que se utilizaron en la evaluacion de la calidad de huevos y juveniles de C.
quadricarinatus

18% PC 25% PC 31% PC 37% PC
3% LIP 7% LIP 3% LIP 7% LIP 3% LIP 7% LIP 3% LIP 7% LIP

Ingrediente

Harina de Pescado 35.80 40.10 118.60 123.70 181.10 186.80 243.80 249.40
Pasta de Soya 35.80 40.00 118.00 124.00 181.10 186.50 244.00 250.00
Harina de Sorgo 742.10 693.70 574.00 522.70 445.90 394.60 317.90 266.10
Harina de Trigo Integral 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Aceite de sardina 2.70 22.80 4.40 24.50 5.60 24.80 6.90 26.90
Lecitina de Soya 2.80 22.80 4.40 24.40 5.60 26.50 6.70 26.90
Grenetina 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
Premezcla de minerales’ 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
Premezcla de vitaminas? 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
Vitamina C 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Cloruro de Colina 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60
Carbonato de Calcio 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Composicién proximal

Proteinas 17.68%0.12 17.72%0.09 25.34%0.03 24.66%0.7 31.11£0.07 30.66%0.01 36.7+0.20 38.06%0.06
Extracto etéreo 3.44%0.41 6.83+2.9 2.81%0.22 6.11+1.1 2.64+0.40 6.78x0.16 3.06x0.06 6.55+0.06
Fibra cruda 1.49%0.01 1.35%0.05 1.33%0.02 1.47%0.01 1.5%0.01 1.5%£0.03 1.31%0.01 1.51%0.03
Cenizas 5.03+0.02 6.87%0.16 6.2+0.01 6.39+0.22 7.18%0.05 7.22+0.05 7.89%0.09 8.05%0.03
E.L.N.} 73.36 67.23 64.32 61.37 57.57 53.84 51.04 45.83
Energia (kJ/g) 16.22+0.03 16.95%0.03 16.09+0.03 16.76+0.02 16.08+0.02 17.25+0.03 15.8+0.02 17.48%0.03
P/E (mg/kJ) 10.9 10.4 15.8 14.7 19.3 17.8 23.2 21.8

' Premezla de minerales (g/kg de alimento): Cloruro de potasio (KCI) 0.5, Sulfato de magnesio (MgS0O,.7H,0) 0.5, Sulfato de zinc (ZnS0O,.7H,0)
0.09, Cloruro de manganeso (MnCl,.4H,0) 0.0234, Sulfato cuprico (CuSQ4.5H,0) 0.005, loduro de potasio (KI) 0.005, Cloruro de cobalto
gCoCIz.ZHZO) 0.0025, Fosfato acido de sodio (Na;HPOQO,) 2.37

Premezcla de vitaminas (excepto donde Ias unidades se indican, los valores son em mg/kg): Vitamina A Acetato (Retinol) 5000 Ul, Vitamina D3
(Colecalciferol) 4000 Ul, Vitamina E (Tocoferol) 100, Vitamina K, Menadiona 5, Tiamina (B,) 60, Riboflavina (B;) 25, Piridoxina (Bs) 50, Ac. DL-
Pantoténico 75, Niacina (acido nicotinico) 40, Biotina 1, Inosito 400I, Cianocobalamina (B4,) 0.2, Ac. félico 10, vehiculo (celulosa).
® Calculado por diferencia: E.L.N. = 100 - ( % Proteinas + % Lipidos + %F. Cruda, + %Cenizas)



6. Calidad de juvenil de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

6.1. Efecto del nivel de proteina y lipidos de la dieta en la composicion
quimica, peso y longitud del juvenil de la langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

Para determinar la variacion en la calidad del juvenil, 12 dietas
experimentales (Tabla Ill) con diferente nivel de proteina (22, 27, 32 y 37%) y
lipidos (4, 8 y 12%), se evaluaron por duplicado en el médulo A, con una densidad

de 40 organismos de 25.0 + 4 g por tanque (11 org./m?),

Se colocaron los machos en los tanques de las hembras para establecer
una relacién 3 H : 1 M, y obtener hembras gravidas, después de 45 dias de
alimentacion. Seis hembras gravidas de cada réplica fueron seleccionadas al azar
y colocadas en el modulo B. La densidad de siembra fue de 3 organismos por
cada acuario, en donde permanecieron durante el desarrollo embrionario hasta la
eclosion y liberacion de los juveniles. La alimentacion en todas las fases, fue a
saciedad, dosificada en dos raciones al dia (10:00 y 17:30 h). Cada dos dias se

retiro el exceso de alimento y las heces fecales.

Después de la eclosion, se evalué una muestra de 60 juveniles obtenidos al
azar de cada hembra, para registrar los siguientes parametros: pesos humedo y
seco, longitud, composicion quimica (niveles de proteinas, carbohidratos, lipidos) y

contenido de energia (ver seccién 7).



La longitud del juvenil se midié de la base al rostrum al telson, con ayuda de
un microscopio estereoscépico (0.64X; Leica ®, Wetzlar, Alemania) a 0.64 X y una
camara digital (Olympus®, DP11, New York, EUA). Los juveniles fueron
fotografiados y analizados digitalmente con el software Image Pro (vers. 4.5). Para
ello se midid, mediante el trazo de vectores alrededor del contorno de los juveniles
con el ratén de la computadora, permitiendo obtener la longitud total de los

organismos (Fig. 9).

Figura 9. A) Imagen digitalizada de juveniles de C. quadricarinatus. B) Medicién
del longitud mediante el programa Image Pro ® vers. 4.5 (0.65x).

6.2. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta en
indicadores fisiolégicos del juvenil de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.



6.2.1. Determinacién de LTso y LCso para amonio total, salinidad e hipoxia, en

juveniles de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

Para la determinacion de LTso y LCso de amonio total, salinidad e hipoxia,
se extrajeron tres hembras ovigeras (25.0 + 4 g) del stock de reproduccién del
CIBNOR. Posterior a la eclosion de los organismos se seleccionaron 100 juveniles
al azar de cada hembra. Los juveniles utilizados registraron un peso de 0.013 +
0.0034 g. Para las evaluaciones los organismos se colocaron en recipientes de
plastico de 250 mL por triplicado y un grupo control. En cada recipiente se
colocaron 10 juveniles y se mantuvo una temperatura de 28 + 1°C. A partir de los
datos registrados de mortalidad en las pruebas de estrés, se calcul6 la LCsy para
los diferentes concentraciones, con un intervalo de confianza del 95%, mediante

un analisis de Probit (Hernandez, 2001)

Amonio Total

Se sometié a los juveniles a cuatro concentraciones de amonio total 50,
100, 150 y 200 mg/L por un periodo de 24 hrs. Se realizaron muestreos cada hora
para registrar el numero de organismos vivos y muertos, excepto para la
concentracion de 200 mg/L, en donde se realizaron muestreos cada 30 minutos.
Las diferentes concentraciones fueron preparadas a partir de una solucion base
(1000 mg/ml) y se diluy6 con agua destilada. La solucién base fue preparada con

cloruro de amonio (Productos Quimicos Monterrey ®). Para corroborar la



concentracion de amonio total en el agua se tomd una muestra y se registro el pH.
Para la preparacion de las diferentes concentraciones se utilizd la siguiente
ecuacion:

(5) C1 V1 = Cz V2
Donde C4 = concentracion inicial, V1 = volumen inicial; C, = concentracion final y

V> = volumen final.

Salinidad

Se sometid a los juveniles a cuatro diferentes salinidades (5, 10, 20 y 38
UPS), por un periodo de 24 hrs. Las diferentes concentraciones fueron preparadas
con agua de mair filtrada y diluciones con agua destilada. La salinidad se midié con
la ayuda de un refractometro (Lenox ®, Massachussets, EUA). Se realizaron

muestreos cada hora para registrar el nUmero de organismos vivos y muertos.

Hipoxia

La eliminacién del oxigeno disuelto (<0.1 mg/L) en el agua se realizo

mediante la adicién de Bisulfito de Sodio (0.15 g/ 500 ml). Los juveniles fueron



expuestos a hipoxia, por un periodo de 1 hr y se realizaron muestreos cada 5

minutos para registrar el nimero de organismos vivos y muertos.

6.2.2. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta en la
respuesta a pruebas de estrés de juveniles de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

Se prepararon 8 dietas experimentales con diferentes niveles de proteina
(18, 25, 31y 37%) y lipidos (3 y 7%; Tabla 1V), las cuales fueron formuladas de

acuerdo a lo expuesto en el inciso 5.2.

Después de 15 dias de alimentacion, se colocaron los machos en los
tanques de las hembras para obtener una relacion 3 H:1 M, y propiciar la
obtencion de hembras gravidas, por un periodo de 55 dias. Seis hembras gravidas
de cada replica fueron seleccionadas al azar y colocadas en el modulo B. La
densidad de siembra fue de un organismo por cada acuario, en donde
permanecieron durante el desarrollo embrionario hasta la eclosion y liberacién de
los juveniles.

Una vez liberados los juveniles, se tom6é una muestra al azar de 10
juveniles de cada una de las unidades del médulo experimental (48 muestras en
total). Con los juveniles obtenidos, se registraron los siguientes parametros: pesos

humedo y seco, composicidn quimica (niveles de proteinas, lipidos vy



carbohidratos), contenido de energia (ver seccidén 7) y supervivencia a la pruebas

de estrés (salinidad, amonio e hipoxia).

Cada una de las pruebas de estrés se llevo a cabo por triplicado utilizando
un grupo control con un total de 100 recipientes de plastico de 250 mL (Modulo D).
En cada uno de los recipientes se colocaron 10 juveniles para ser expuestos a las

diferentes concentraciones de los parametros a evaluar.

Las concentraciones utilizadas fueron las que presentaron el LCsy en un
menor tiempo. Sin embargo, se utiliz6 una concentracion menor para disminuir la
desviacidén estandar entre las replicas, para las pruebas de estrés de salinidad y

amonio.

La prueba de amonio se realiz6 a una concentracion de 100 mg/L de
amonio total por 2.5 h, mientras que para la prueba de salinidad se expusieron los
juveniles a 25 UPS por 4 horas. La prueba de hipoxia (<0.1 mg/L) se realizé en el

tiempo determinado (40 min; ver seccion 6.2.1).

7. Analisis proximales

7.1. Analisis de dietas

Los andlisis se realizaron por triplicado, de acuerdo a los siguientes

métodos (AOAC, 1995):



e Humedad (determinacién por diferencia de peso a 70°C/ 24 hrs),

e Proteina (método de micro-kjeldahl (% N x 6.25)),

e Extracto etéreo (método soxleth),

e Fibra cruda (método de hidrdlisis sucesiva (acido / base)),

e Cenizas (determinacion por diferencia de peso, calcinacion a 500° C / 24
hrs),

e E.L.N. (calculado por diferencia: 100 - ( % Proteinas + % Lipidos + %F.
Cruda, + %Cenizas)),

e Energia bruta: con calorimetro adiabatico, marca PARR ®.

7.2. Anadlisis quimicos de gdénada, hepatopancreas, musculo, huevos y

juveniles

Por otro lado, se realizaron analisis quimicos de génada, hepatopancreas,

huevos y juveniles, de acuerdo a la siguiente metodologia:

e Proteinas: a partir del homogeneizado con solucién salina al 1.2%, se
realizd la digestion de proteinas con NaOH 0.5 N. Se cuantificd las
proteinas por el método de Bradford (1976), usando albumina como
estandar, y posteriormente la lectura se realizé a 595 nm de absorbancia
con espectrofotometro (Spectron Genesys ®),

e Carbohidratos: a partir del mismo homogeneizado se precipitaron las
proteinas con acido tricloroacetico al 20% y se centrifugé en frio a 2608g

por 10 min. a 4°C. Del sobrenadante resultante se realizé la cuantificacion



de carbohidratos totales por el método de antrona (Van Handel, 1967). Se
utilizé glucosa como estandar y se realizé la lectura a 620 nm en
espectrofotometro,

e Lipidos: se utiliz6 una adaptacion del método de Barnes y Blastock (1973),
en el que una alicuota de homogenizado se mezclo con H,SO,4 y se incubd
a 80°C durante 10 min. La solucién acida obtenida se mezclé con el
reactivo de fosfovanilina y la absorbancia se midi6 con un lector de
microplacas (Biorad) a 560 nm. Como estandar se utiliz6 una mezcla de

triglicéridos (12 mg/mL) y colesterol (8 mg/mL).

Como resultado de lo anterior, se obtuvieron concentraciones en miligramos

por gramo de peso humedo para cada parametro evaluado.

7.3. Analisis de vitelina

Para la determinacion del contenido de vitelina en los huevos se
homogenizaron en un Potter-Elvehjem de vidrio con un amortiguador Tris 0.05 M,
0.1 M NaCl, 5mM EDTA, pH 7.0 (3:1 v/v, amortiguador/tejido) y una solucién
cocktail inhibidora de proteasas (0.003% SIGMA, St. Louis MO, EUA). El

sobrenadante fue colectado y conservado a -20°C.

La titulaciéon de los anticuerpos fue determinada mediante la técnica ELISA
(Serrano-Pinto et al.,, 2003). La cual permite mediante la intensidad de la
coloracion determinar espectrofotometricamente (405 nm; Multiskan Labsystem

®), la concentracién del antigeno y a su vez la concentracion de vitelina (Anexo 1).



8. Analisis histolégicos

Para determinar la fase de desarrollo gonadal en hembras se registré la
talla de los ovocitos y la frecuencia de los diferentes estadios de desarrollo
(Rodriguez-Jaramillo, 2004; Gémez-Robles et al., 2005). Para ello, muestras por
triplicado de la gonada se fijaron en solucion de Davidson, por 24 hrs; para
posteriormente incluirla en parafina, para ser cortada a 5 micras con un micrétomo
(LEICA ®, RM2025), y tefiida con hematoxilina y eosina (H&E) para histologia
general, acid-Shiff (PAS) para cuantificar la presencia de carbohidratos y Sudan

black para cuantificar lipidos (triglicéridos; Lightner y Bell, 1988; Fig 10).

Las laminillas se examinaron con un microscopio compuesto Olympus BX-
41. Las imagenes resultantes se guardaron en una computadora usando una
camara digital Cole-Snap (I-media Cybernetics) y se analizaron con el programa
Image Pro ® (vers. 4.5). Posteriormente las imagenes fueron utilizadas para medir

el area, diametro mayor y menor de los ovocitos en desarrollo (Fig. 11)



Figura 10. Imagen digitalizada de ovocitos en la gonada de C. quadricarinatus
tefidos con acid-Shiff (PAS) para cuantificar la presencia de carbohidratos (cho;
color magenta) y Sudan black para cuantificar lipidos (lip; color rojo).

9. Analisis estadisticos

Los datos sobre descripcion de desarrollo de la gbnada, calidad de huevos
y juveniles, para los diferentes dietas experimentales (inclusién de proteina y
lipidos), fueron analizados con una prueba de normalidad (Prueba de Lilliefors) y
una prueba de homoscedasticidad (Prueba de Bartlett) antes de aplicar el método
de analisis de varianza a utilizar (Sokal y Rohlf, 1995). Los valores registrados en
unidades de porcentaje, se transformaron con arco seno antes de realizar el

analisis apropiado.



Figura 11. A) Imagen digitalizada de ovocitos en la gbnada de C. quadricarinatus.
B) Medicién del diametro mayor y menor de ovocitos.

Para el desarrollo gonadal, se utilizé un analisis de regresién simple entre el
indice hepatosomatico (IHS) y gonadosomatico (IGS). De la misma manera, se
correlacionaron las variables quimicas e histolégicas con los valores de IGS.
Ecuaciones exponenciales y cuadraticas fueron utilizadas en lugar de regresién
simple para los niveles de carbohidratos en la goénada y la frecuencia de los
ovocitos vitelogénicos secundarios, después de que los coeficientes de la
ecuacion demostraron ser significativos (p<0.05) y la variacion residual de
regresion disminuyd, cuando se compard con la regresion lineal simple. Se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) simple para probar la variacion de indices de

lipidos (IL) y carbohidratos (IC) con respecto al desarrollo de la gbnada.



Las diferencias fueron comparadas mediante la prueba de rangos multiples
de medias de Ducan, a un nivel de significancia de 95% (Sokal y Ronhlf, 2000).
Cuando se encontraron resultados no significativos, fue aplicado un andlisis de
poder el cual determina la probabilidad de no aceptar una hipétesis nula falsa
(Cohen, 1998; Searcy-Bernal, 1994). El nivel de confiabilidad se fij6 en P=0.05 e
impulsa a 0.95 (es decir la beta = 0.05). El tamafio de efecto para el analisis de
poder se estimo de resultados obtenidos por Rodriguez-Gonzalez (2001) para
variacién explicada en la proteina (R?=0.95) y carbohidratos (R?=0.87) contenidos

en el hepatopancreas de C. quadricarinatus.

En los experimentos de calidad de huevo y juvenil, se realizé un analisis de
regresion para determinar la respuesta de fecundidad y peso final de juveniles a
variaciones en los niveles de proteina y/o lipidos incluidos en la dieta. Asi mismo,
variables como el porcentaje de desoves y numero de juveniles, se relacionaron
con el nivel de P/E en las dietas.

A fin de establecer el nivel optimo de las variables registradas, se utilizé un
ecuaciéon cuadratica mediante regresién (Shearer, 2000), utilizando la formula.

(6) PE = a + a1S + a,S?

donde ay, a4, a2 son coeficientes de regresion y S es el porcentaje de sustitucién.

El porcentaje de sustitucion 6ptima fue calculado por:

(7) PSp = —a4(2ay)



Para los demas parametros se utilizé el analisis de varianza de dos vias
(ANOVA), para encontrar diferencias entre los tratamientos. Si el analisis de
varianza indicé diferencias significativas, se llevd a cabo un analisis de
comparacién multiple de medias (Prueba de Duncan) para definir qué tratamiento

o tratamientos fueron diferentes significativamente (p<0.05; Sokal y Rohlf, 2000).

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa computacional

Statistica, version 6.0 ®.



RESULTADOS

1. Desarrollo gonadal de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.
1.1. Desarrollo y composicion quimica de la génada de hembras de langosta

de agua dulce C. quadricarinatus, en relacion al indice gonadosomatico.

En la figura 12 se presenta la relacion entre IHS y IGS, observando una
relacion inversa entre ambos indices (R = 0.43; P <0.01), descrita en la ecuacién

IHS=8.787-0.2421GS.
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Figura 12. Relacién entre el indice Gonadosomatico (IGS) e indice

Hepatosomatico (IHS) durante el desarrollo gonadal de hembras de langosta de
agua dulce Cherax quadricarinatus.

La composicion de proteina, lipidos, y carbohidratos en la gdénada, con

respecto a los IGS se muestran en la figura 13. Se presenta una correlacién lineal



positiva en el contenido de proteinas (P <0.01) y lipidos (P <0.01), mientras que

para carbohidratos la correlacién es potencial negativa (P <0.01) con el IGS.
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Figura 13. Relacion de niveles de proteina (A), lipidos (B) y carbohidratos (C) en
gonada con relacion al indice gonadosomatico (IGS) en hembras de Cherax
quadricarinatus.

Para el hepatopancreas, el contenido de lipidos se correlaciona
negativamente con el IGS (P <0.05). No se presenté diferencias entre el contenido
de proteinas y carbohidratos (P> 0.05). El analisis de poder es alto (> 0.99 para
ambos nutrientes) lo que indicd que la proteina y los carbohidratos permanecen
relativamente constantes en el hepatopancreas a lo largo del desarrollo gonadal.
Dando un alfa = beta = 0.05 y N = 143, lo cual es mucho menor a los tamafos de
efecto reportados por Rodriguez-Gonzalez (2001; R?> = 0.95 y R? = 0.87). De
hecho, efectos tan pequefio como R? = 0.085 y R?® = 0.047 pueden ser
determinados, dado los parametros anteriores. Esto indica que la variacion
explicada en la concentraciones de proteina y carbohidratos con relacion con el

IGS pudiera ser tan pequefia como 8.5% y 4.7%, respectivamente (Fig. 14).
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Figura 14. Relacion de niveles de proteina (A), lipidos (B) y carbohidratos (C) en
hepatopancreas con relacion al indice gonadosomatico (IGS) en hembras de
Cherax quadricarinatus.

La gbnada registré una concentracién de proteina de 300 % superior al
hepatopancreas, mientras las concentraciones de lipidos y carbohidratos fueron

similares entre ambos 6rganos.

Los cambios en la frecuencia de los diferentes tipos de ovocitos respecto al
IGS se muestran en la figura 15. Se presenta una correlacion lineal significativa en
la frecuencia de ovogonias (P <0.01), ovocitos previtelogénicos (P <0.01), y
ovocitos vitelogénicos primarios (P <0.01) y el GSI. Por otro lado, la ecuacion
cuadratica f=37.06+13.6741GS-1.6805/GS? mostré que habia una frecuencia

maxima de ovocitos vitelogénicos secundarios cuando IGS = 4.06. Finalmente se



observd una correlacion lineal significativa y positiva entre los ovocitos

postvitelogénicos y el IGS.

¢ Oogonia

m Pre-vitelogénicos

A Vitelogénicos Primarios

x Vitelogénicos Secundarios

Frequencia (%)
N
o

x Post-vitelogénicos

10

IGS

Figura 15. Frecuencia (f) de oogonias, ovocitos previtelogénicos, vitelogénicos
primarios y secundarios, y postvitelogénicos en relacion al indice gonadosomatico
(IGS) en hembras Cherax quadricarinatus.

Se presentaron diferencias significativas (P<0.05) en el tamafio del diametro

y nucleo de los ovocitos durante los estadios de desarrollo (Tabla VI).

Los indices de lipidos (IL) y carbohidratos (IC) mostraron diferencias
significativas (P <0.05) durante el desarrollo de los ovocitos. Los lipidos en los
ovocitos incrementaron conforme se desarrollaban. Este incremento es

particularmente evidente para la transicion de ovocitos vitelogénicos primarios a



secundarios. Los carbohidratos alcanzan su maximo en la fase del vitelogénesis

primaria (Tabla VI).

Tabla VI. Porcentaje de cobertura de lipidos y carbohidratos para diferentes
estadios de ovocitos de hembras de langosta de agua dulce Cherax

quadricarinatus.
Estadio Diametro (um) indices (% cobertura) Equivalencia
ovocitos nucleo Lipidos  Carbohidratos IGS

I. Ovogonias 21.77+3.0d 15.33+1.7d - -
Il. 56.30+8.7cd  27.58+5.2c  2.35+3.9c 1.81+1.8¢c
Prévitelogenicos
[ll. Vitelogénicos 203.17+75.02c 52.90+14.0b 7.85+7.2c 15.06+11.5a 1
Primarios
IV. Vitelogénicos 1014.45+353.8b 74.90+20.0a 43.76+11.5b 7.70+7.75bc 2a7
Secundarios
V. 1401.47+218.9a - 61.45+15.6a 0.57+1.7c 8y9

Postvitelogénicos

2. Calidad del huevo de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

2.1. Efecto del nivel de inclusién de proteina y lipidos de la dieta en la

composicion quimica y talla del huevo de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

La Tabla VIl muestra una serie de variables relacionadas con el desempefio

reproductivo de C. quadricarinatus. Después del periodo de aclimatacién y durante

la alimentacion por 45 dias, las hembras no presentaron diferencias significativas



en peso Yy supervivencia entre los tratamientos (P>0.05). De 747 hembras
alimentadas con diferentes dietas, desovaron 164 (22%). Las dietas que contenian
una razon de proteina cruda/ lipidos de 27/8, 27/12, 22/4, y 32/8, registraron el
numero promedio de desoves totales mas alto, al final del periodo experimental

(P>0.05)

Tabla VII. Peso, supervivencia, desoves y fecundidad de hembras de C.
quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina cruda (22, 27, 32 y 37%
PC) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12% LIP).

Desoves Fecundidad
Dieta Peso (g) Supervivencia (%) (No. Huevos)

PC/LIP i (%)

75 dias

22/4 4211 + 2.7 90.5+3.3 28.17+0.5 304 =108
22/8 41.54 £+ 0.1 84.5+1.6 20.56+14.4 343 =83
22/12 39.67 +1.6 85.7+6.7 18.01+5.9 272 + 46
27/4 41.02 £1.2 845+11.7 16.95+2.0 413 + 80
27/8 4142 +1.5 78.6 £13.4 26.49 + 3.7 264 + 72
27112 42.2 + 0.07 821+1.6 30.95+5.3 336 115
32/4 43.77 + 1.6 86.9+1.6 21.79+0.8 411 £ 95
32/8 41.08 £1.7 821+1.6 27.38+8.3 381103
32/12 41.51 £ 0.5 845+1.6 18.12+9.7 386 =100
37/4 42.52 +1.0 86.9+5.0 14.06+8.8 364 =100
37/8 43.11 +5.2 845+1.6 19.76 +6.7 440 £ 191
37112 41.41 £ 0.9 90.5+3.3 2043+7.4 286 + 74
Probabilidad’ 0.834 0.766 0.370 0.228
Proteina’ 0.717 0.388 0.404 0.214
Lipidos2 0.543 0.302 0.623 0.337
PxL? 0.749 0.976 0.247 0.341

'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos. > ANOVA de dos vias.

No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05)



La fecundidad (FEC) no presentd diferencias significativas entre los valores
promedio para los tratamientos (Tabla VII). Los valores promedio de FEC, con
relacion al nivel de inclusion de proteina, presentaron un comportamiento
representado por la curva FEC=-400.29+48.06PC-0.74PC? (R? = 0.91), en donde
el punto maximo de la curva, equivale a 32.3% PC (Fig. 16A). La curva
FEC=270.38+29.41LIP-2.15LIP? (R? = 0.99), representa el comportamiento de los
lipidos (LIP) con relacién con la fecundidad y cuyo punto de inflexion es 6.8 % LIP

(Fig. 16B).
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Figura 16. Ajuste de ecuacion cuadratica del promedio de fecundidad (FEC) de

hembras de Cherax quadricarinatus, alimentadas con diferente nivel de proteinas
(A; 22,27y 32y 37%) y lipidos (B; 4,8y 12 %).

La talla y el peso de los huevos se presentan en la Tabla VIII. EI mayor
peso (humedo y seco) y talla (diametro, area y volumen) de los huevos, fue

registrado a 32 % PC / 8 % LIP (P<0.05).



Tabla VIIl. Peso humedo, seco, diametro menor, mayor y promedio, area y volumen de huevos de hembras de C.
quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina (22, 27, 32 y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12%) por 75 dias.

Peso humedo Peso seco Diametro Diametro Diametro Area Volumen
Dieta (mg) (mg) menor mayor promedio (mm?) (mm?)
PROT/LIP (mm) (mm) (mm)
22/4 5.08 + 0.51®® 2.39 +0.26°*° 1.82+0.07*° 2.62+0.10% 2.22+0.07®®*  3.75+0.25%° 36.69+3.89%°
22/8 468 +0.54° 2.32+0.23° 1.78+0.08°  2.56+0.14% 2.17+0.10% 3.60+0.34° 34.53+4.45°
22/12 4.90 +0.35%° 245+ 0.12%° 1.78+0.04°  2.60+0.07%" 2.19+0.04%® 3.63+0.13° 34.95+1.90°
2714 4.93 +0.67%® 2.40 +0.28%° 1.81+0.08%®° 2.59+0.11% 2.20+0.09% 3.67+0.29° 35.59+4.38°
27/8 4.91 +0.45% 240 +0.34%° 1.79+0.07° 2.58+0.10% 2.19+0.07%® 3.63+0.25° 35.01+3.25°
27/12 5.01 + 0.67% 2.47 +0.23%° 1.82+0.09% 2.62+0.11%° 2.22+0.09%  3.76+0.31* 36.80+4.90%°
32/4 4.81+0.85° 229+0.13° 1.79+0.07°  2.52+0.08" 2.15+0.05° 3.52+0.18° 34.03+2.93°
32/8 536+ 0.56° 2.55+0.26° 1.86+0.11%  2.67+0.11° 2.27+0.10° 3.90+0.36% 39.31+6.132
32/12 4.96 +0.49%®° 253+0.19% 1.82+0.06®® 2.63+0.08%" 2.23+0.06®  3.77+0.20% 36.54+3.14%°
37/4 511+ 0.47%® 254+0.19° 1.81+0.06® 2.63+0.08%° 2.22+0.06%®  3.74+0.21% 36.34+3.05%°
37/8 511+ 0.59%® 243+0.17%° 1.81+0.07®® 2.61+0.112° 2.21+0.08%°  3.71+0.28% 37.14+4.25%°
37/12 4.89+0.36®® 2.28+0.25° 1.78+0.03° 2.57+0.07% 2.17+0.04° 3.58+0.13° 34.16+1.57°
Probabilidad’ 0.143 0.028 0.065 0.012 0.007 0.008 0.015
Proteina? 0.608 0.636 0.977 0.391 0.785 0.755 0.568
Lipidos? 0.820 0.830 0.558 0.464 0.530 0.449 0.447
PxL? 0.041 0.005 0.001 0.033 0.001 0.001 0.004

"Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos. Valores con la misma letra

estadisticas (Ducan’s test, P=0.05).
2 ANOVA de dos vias (P<0.05).

no presentan diferencias



Los contenidos de proteinas, lipidos y energia en los huevos, no
presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos (P>0.05; Tabla IX).
Dietas con 32% PC obtuvieron el valor promedio mas alto de concentracién de
proteinas (2148.08 nug/ind; P>0.05) y energia (13.44 ug/ind; P>0.05). Asi mismo,
cuando las dietas contenian 8% LIP se observé el mismo comportamiento para los
valores promedio en proteinas (2205.98 ng/ind; P>0.05) y energia (13.52 ug/ind;
P>0.05; Tabla IX). De manera general, las dietas con 4% LIP presentaron el valor

promedio mas alto de concentracion de CHO en los huevos (77.19 ug/ind; P<0.05;

Fig. 17).

Tabla IX. Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y energia de
huevos de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina

(22, 27,32y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12%) por 75 dias.

Lipidos Cho* Energia
Dieta Proteinas (ug/huevo) (ug/huevo) (cal/mg)
PROT/LIP (ug/huevo)

22/4 2042.35+440.5 451.63+94.82 79.61+7.92 12.88+1.79°2
22/8 2107.704544.32  440.26+80.1° 70.69+6.9°° 12.83+2.342
22/12 2189.44+490.7° 448.61+104.12 77.51+11.0%° 13.27+2.152
2714 2030.42+448.5% 467.92+88.62° 80.71+8.7° 12.75+2.03?
27/8 2369.73+320.3%7  408.43+93.32  69.23+10.7° 13.80+1.77°
2712 1954.22+562.7% 481.97+103.32 74.9+7.5%° 12.51+2.572
32/4 2486.14+284.6% 443.41+93.22 72.96+7.6°° 14.75+1.542
32/8 2176.66+530.42 422.15+74.6% 78.60+10.1%® 13.28+2.212
32/12 2028.66+565.37  468.91+81.32 74.21+11.7%° 12.73+2.362
37/4 2037.49+678.4% 460.79+113.0°  80.64+11.2° 12.12+2.552
37/8 2238.51+331.32  463.08+94.12 75.53+12.2%° 13.67+1.532
3712 2081.51+501.12  452.27+99.92  72.34+9.0°° 12.35+1.522
Probabilidad’ 0.610 0.639 0.020 0.975
Proteina® 0.994 0.930 0.920 0.952
Lipidos? 0.328 0.213 0.043 0.534
PxL? 0.385 0.679 0.009 0.938

*Cho= Carbohidratos. 'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos.
Valores con la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Ducan’s test,
P=0.05).2ANOVA de dos vias (P<0.05).
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Figura 17. Contenido de carbohidratos en el huevo de la langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus alimentadas con diferente nivel de lipidos (4, 8 y 12%)

2.2. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta para
hembras reproductoras de langosta de agua dulce C. quadricarinatus en la
composicion quimica del musculo y hepatopancreas y el contenido de

vitelina en el huevo.

Las hembras alimentadas con dieta con 18% PC presentaron un peso final
promedio significativamente menor (P<0.05), comparado con los otros

tratamientos (Fig. 18).
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Figura 18. Peso final promedio de hembras de Cherax quadricarinatus
alimentadas con 4 niveles de proteina (18, 25, 31y 37%) por 75 dias.

No se observaron diferencias en el porcentaje de supervivencia entre los
tratamientos (81.36-94.77%). La relacion del porcentaje de desoves se ajusto a
una ecuacion cuadratica (P<0.05). La relacién de P/E que produjo el maximo de
porcentaje de desoves fue calculado con el coeficiente de regresion ( -11.137 / (2
x 0.3241) = 17.1 mg/kJ; Fig. 19). El porcentaje de desoves en las hembras vario

de 34.19 a 65.48%.
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Figura 19. Porcentajes desoves (s) de hembras de Cherax quadricarinatus
después de 75 dias de alimentacidon con ocho dietas con diferente nivel de
proteina y energia (10, 11, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 mg/kJ PE). La linea punteada
representa el Optimo del porcentaje de desoves en funcidén a la relacion 17.1
mg/kJ.

El nivel de vitelina en el huevo (149.98 - 163.58 mg/huevo) no presento

diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).

La Tabla X muestra la variacion de la composicién quimica del musculo con
relacion a la dieta suministrada. Se observa una mayor acumulacion de lipidos en
el musculo de organismos alimentados con la dieta con 3% LIP (P<0.05). Se
registré una correlacion entre el contenido de carbohidratos en el musculo y el

porcentaje de proteina en la dieta, mostrando una mayor concentracion a 18% PC



(P<0.05; Fig. 20). Los niveles de proteina, lipidos y energia en el musculo no

presentan diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).

Tabla X. Composicién proximal (proteinas, lipidos, carbohidratos y energia) de
musculo de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina
(18, 25, 31y 37%) y 2 niveles de lipidos (3 y 7 %) por 75 dias.

Lipidos Cho* Energia
Dieta Proteinas (ng/g) (ng/g) (cal/ug)
PROT/LIP (ng/g)

18/3 505.25 + 48.3 30.89+33 61.48+20.3 2702.45 + 86.1
18/7 601.06 + 114 .1 28.20+54 74.26+355 3113.24 +374.9
25/3 603.70 + 34.2 33.98+6.0 57.97+9.13 3102.07 +104.7
2517 566.27 + 112.8 2831+24 37.07+10.1 2810.71 +480.3
31/3 497.29 + 81.5 34.31+1.2 56.79+19.9 2642.33 +275.6
31/7 608.80 + 45.8 2778+ 05 37.50+249 2991.13 +293.2
37/3 507.07 + 151 31.77+4.5 36.79+12.2 2582.35+20.4
3717 474.04 + 81.2 3097 +2.4 38.89+25.0 2442.58 + 349.9
Probabilidad’ 0.595 0.264 0.338 0.611
Proteina? 0.539 0.827 0.175 0.474
Lipidos? 0.458 0.022 0.501 0.696
PxL? 0.502 0.564 0.493 0.545

*Cho= Carbohidratos. 'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos.
2ANOVA de dos vias. No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05).

Las variaciones del contenido quimico en el hepatopancreas se muestran

en la Tabla Xl. Los niveles de proteinas y energia en el hepatopancreas

presentaron una correlacién positiva con el nivel de inclusién de proteina en la

dieta (P<0.05). No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Las dietas con 31% de proteina obtuvieron el nivel mas alto de lipidos vy

carbohidratos (P<0.05).
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Figura 20. Niveles de carbohidratos en musculo de hembras de C. quadricarinatus,
en funcion del nivel de proteina en la dieta.

Tabla Xl. Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y energia del
hepatopancreas de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de
proteina (18, 25, 31y 37%) y 2 niveles de lipidos (3 'y 7 %) por 75 dias.

Lipidos Cho* Energia
Dieta Proteinas (ng/g) (ng/g) (cal/ng)
PROT/LIP (ng/g)
18/3 110.31 + 21.5 289.67 + 101.2 58.80 + 28.5 3003.86 + 982.9
18/7 115.30 + 5.3 246.96 +91.8 48.78 + 5.7 2646.84 + 730.1

25/3 139.50 + 32.4 291.46 +78.9 50.44 + 16.5 3109.26 + 630.6
25/7 131.04 + 36.7 254.33 +50.9 64.45 +40.9 2837.03 + 726.4
31/3 148.09 + 20.5 306.68 +24.4 70.33 + 31.8 3347.98 + 45.47
31/7 164.02 + 39.8 284.99 + 18.2 63.33 + 16.0 3216.42 + 103.2
37/3 178.51 + 56.0 249.93 +49.8 80.51 +21.8 3072.23 +62.7
3717 184.34 + 26.9 310.57 +19.6 53.67 +5.1 3466.24 + 192.4

Probabilidad’ 0.092 0.852 0.331 0.717
Proteina? 0.015 0.882 0.162 0.472
Lipidos? 0.730 0.706 0.873 0.709
PxL? 0.924 0.548 0.353 0.727

*Cho= Carbohidratos. 'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos.
2ANOVA de dos vias. No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05).



3. Calidad del juvenil de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

3.1. Efecto del nivel de inclusion de proteina y lipidos de la dieta en el peso,
longitud y composicion quimica del juvenil de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

En los tratamientos con 32/8 y 37/12 (PC/LIP), produjeron juveniles con
mayor longitud (P>0.05). Dietas que contenian 32% PC presentaron los valores
promedio mas altos de pesos humedo y seco de los juveniles, aunque no hubo
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P>0.05, Tabla XIlI).
Tabla Xll. Pesos humedo y seco, y longitud de juveniles recién eclosionados de

hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina (22, 27, 32 y
37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12%).

Longitud
Dieta Peso Peso seco (mm)
PROT/LIP  himedo
22/4 15.70+1.0 2.336+0.19 8.21 +0.42
22/8 1516 +1.6  2.383 +0.51 8.23 + 0.30
22/12 15.83+0.7 2.636+0.14 8.32+0.22
2714 14.49+18 2.233+0.35 8.21+0.35
2718 1480+1.7 2.550+0.40 8.26+0.44
27/12 1515+1.0 2.520+0.38 8.25+0.28
32/4 15.25+1.7 2.385+0.52 7.98+0.53
32/8 15.75+ 0.7 2.489 + 0.31 8.45 +0.12
32/12 16.16 +1.8 2.651+0.39 8.28 + 0.27
37/4 15.34+1.0 2.648+0.40 8.37+0.17
37/8 15.27+1.8 2.303+0.14 8.12+0.23
37/12 15.03+1.4 2.387+0.18 8.49+0.34
Probabilidad’ 0.572 0.297 0.168
Proteina? 0.119 0.881 0.874
Lipidos? 0.535 0.200 0.211
PxL2 0.788 0.134 0.133




'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos. 2ANOVA de dos vias.
No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05).
No se presentaron diferencias significativas en la composicion quimica de los

juveniles (P>0.05, Tabla XIlII).

Tabla Xlll. Contenido quimico (proteinas, lipidos, carbohidratos) y energia de
juveniles de hembras de C. quadricarinatus alimentadas con 4 niveles de proteina
(22, 27,32y 37%) y 3 niveles de lipidos (4, 8 y 12%).

Lipidos Cho* Energia

Dieta Proteinas (ng/ind) (ngfind) (cal/mg)
PROT/LIP (ug/ind)

22/4 523.93+96.4 257.58+83.3 42.14+10.4 4.46+0.53

22/8 446.49+498.3 231.39+107.1 41.77+15.6 3.81+0.99

22/12 467.59+121.7 301.13+72.9 53.51+9.9 4.76+0.76
2714 472.08+158.5 238.39+99.1 37.08+15.3 4.06+1.25
2718 410.98+167.3 253.63+96.2 56.54+17.5 4.00+1.56
2712 460.22+106.6 239.28+59.1 51.23+19.7 4.07+0.76
32/4 410.13+145.6 258.90+103.6 47.70+15.9 3.95+1.04
32/8 439.52+111.6 249.33+94.4 49.52+16.6 4.06+1.15
32/12 441.63+111.0 211.85+79.54 49.24+23.5 3.77+0.92
3714 418.64+162.2 224.81+112.7 55.04+20.5 3.80+1.40
37/8 570.76+144.2 240.5+103.9 42.18+17.9 4.52+1.39
3712 456.70+143.4  249.5+57.4 46.65+13.9 4.12+0.89

Probabilidad’ 0.486 0.880 0.548 0.746
Proteina® 0.410 0.719 0.923 0.548
Lipidos? 0.934 0.947 0.532 0.899
PxL? 0.260 0.625 0.235 0.520

*Cho= Carbohidratos. 'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos.
2ANOVA de dos vias. No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05).

Por otro lado, el anadlisis de regresion fue significativo al ajustar una ecuacién
cuadratica entre el numero de juveniles y el contenido de P/E en las dietas. El

punto maximo se presento en 16 mg/kd (P/E; Fig. 21).
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Figura 21. Numero de juveniles (NJUV) en relacion con al nivel de proteina y
emergia incluido en dietas para hembras de Cherax quadricarinatus. La relacion
de P/E que produce el maximo de numero de juveniles fue calculado con
coeficientes de regresion: -46.506 / (2 X -1.4554) = 16 mg/kJ (linea punteada).

3.2. Efecto del nivel de proteina y lipidos de la dieta en indicadores

fisiolégicos del juvenil de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

3.2.1. Determinacién de LTs5 y LCso para amonio total, salinidad e hipoxia, en

juveniles de langosta de agua dulce C. quadricarinatus.

En la tabla XIV se muestran los valores de la prueba realizada para obtener
las concentraciones letales del 50% (LTso) de amonio y de salinidad para juveniles

de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.



Para amonio total, las concentraciones de 100 a 200 mg/L registraron una

mortalidad de 50% de los animales, en menos de 6 hr.

Con relacion a las pruebas de la capacidad de respuesta a variaciones de
salinidad, el LTsp a concentraciones de 5, 10 y 20 UPS, fue observado después

de 24 hrs. Concentraciones de 38 UPS de salinidad registran un LTso a 4 hr.

Tabla XIV. Toxicidad de diferentes concertaciones de amonio y salinidad para
juveniles de C. quadricarinatus.

Amonio Total Salinidad
(mg/L) LTs0 (UPS) LTs0
50 18 hr 5 >24 hr
100 6 hr 10 >24 hr
150 4 hr 20 >24 hr
200 25hr 38 4 hr

Para los juveniles expuestos a hipoxia (<0.1 mg/L), se registr6 una
mortalidad significativa, registrando el LTso después 40 minutos. Después de 55

minutos se presenta una mortalidad total de los organismos.

Los valores calculados de LCsy para 2, 6, 12 y 24 hrs. para pruebas de
amonio total son 188.64, 104.98, 78.53 y 12.56 mg/L respectivamente. Para
pruebas a diferentes concentraciones de salinidad el valor de LCsg para 24 hrs. es
de 29.23 UPS.



3.2.2. Efecto del nivel de inclusiéon de proteina y lipidos de la dieta en la
respuesta a pruebas de estrés de juveniles de langosta de agua dulce C.

quadricarinatus.

Los pesos humedos (13.5+1.0 mg) y secos (1.19+0.1 mg) de los juveniles
no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. La composicion
quimica de los juveniles se muestra en la tabla XV. Las concentraciones promedio
fueron de 60.88+11.5 mg/g para proteinas, 4.23+1.9 mg/g para lipidos y 1.96+0.9
mg/g para carbohidratos. No se presenta una influencia significativa de los
diferentes niveles de proteina y lipidos de la dieta sobre la composicién quimica

del juvenil (P>0.05).

Tabla XV. Composicion quimica (n = 3) en juveniles de C. quadricarinatus
producidos por hembras alimentadas con 4 niveles de proteina (PC; 18, 25, 31y
37%) y 2 niveles de lipidos (LIP) (3 y 7 %).

Proteina Carbohidratos
Dieta (mglg) Lipidos (mglg)
PROT/LIP (mgl/g)
18/3 57.76 + 20.8° 5.33 + 3.1° 2.60 + 1.6°
18/7 56.18 + 6.2° 5.78 + 3.8° 1.62 + 0.6%
25/3 61.25 + 22.0° 3.14 + 0.9° 1.28 + 0.6°
25/7 63.93+5.1% 4.85+0.9° 2.51 +0.9°
31/3 60.51 + 5.5 3.48+0.7° 1.46 + 0.5°
31/7 65.2 + 11.15° 3.42 +0.2° 1.76 + 1.1
37/3 53.14 + 8.86° 2.99 + 0.1° 1.78 + 1.0°
3717 69.08 + 6.40° 4.85 + 2.2° 2.70 + 0.8°
Probabilidad’ 0.814 0.531 0.505
Proteina’ 0.320 0.837 0.712
Lipidos? 0.241 0.304 0.377
PxL? 0.798 0.666 0.265

'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos. ANOVA de dos vias.

No se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05).



En la Tabla XV se presentan los valores promedio del peso final de los
juveniles después de 50 dias de cultivo y la supervivencia a las pruebas de estrés

(hipoxia, salinidad y amonio).

La concentracion de proteina en la dieta afecto el peso final (PF) de los
juveniles después de 50 dias de cultivo. El analisis de regresion se ajusta a una
ecuacion cuadratica (PF= -0.0026CP? + 0.1312CP — 0.5756) entre el peso final de
los juveniles y el nivel de proteina. El nivel de proteinas que proporciona el
maximo de peso después del cultivo es a 25.2 % (Fig. 22). EI ANOVA no presento
diferencias al evaluar la interaccidén entre los niveles de proteinas vy lipidos, en el

peso final de los juveniles (P>0.5; Tabla XVI).
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Figura 22. Peso final (PF) de juveniles, provenientes de hembras de Cherax
quadricarinatus, después de 50 dias de alimentacidén con cuatro nivel de proteinas
(18, 25, 31 y 37%). El nivel de proteinas que produce el maximo peso de juveniles



fue calculado con coeficientes de regresion: 0.1312/ (2 x -0.0026) = 25.2% PC
(linea punteada).

En las pruebas de estrés, el analisis de dos vias reveld que existe un efecto
significativo del nivel de proteina con relacion a la supervivencia de los juveniles.
Juveniles alimentados con dietas con 18% de proteina cruda presentaron la menor
supervivencia a las prueba de hipoxia (12.5 £ 12%) y amonio (63.3 + 18%;
P<0.05). Mientras que juveniles alimentados con 25, 31y 37 % PC no presentaron
diferencias significativas a estas pruebas. Para la prueba de salinidad registré una
menor supervivencia en juveniles alimentados con 18y 37 % PC (65 + 15y 47.2 +

7 respectivamente).

Los niveles de lipidos no presentaron diferencia en los parametros
muestreados, excepto en la supervivencia para la prueba de amonio (Aso).
Juveniles alimentados con dietas con 3% de lipidos presentaron una menor

supervivencia a esta prueba (61.85 + 14).

De manera general, las dietas con 31% PC y 7% LIP presentaron los
valores de supervivencia mas altos para las pruebas de estrés (hipoxia, salinidad y

amonio).



Tabla XVI. Peso final de juveniles de C. quadricarinatus producidos por hembras
alimentadas con cuatro niveles de proteinas (PC; 18, 25, 31 y 37 %) y dos niveles
de lipidos (LIP; 3y 7%), después de 50 dias de cultivo. Supervivencia pruebas de
estrés (hipoxia, salinidad y amonio).

Supervivencia

Peso final Salinidad Amonio
Dieta de juveniles Hipoxia (%) (%)
PROTI/LIP (9)
(%)
18/3 56.66 +
0.923 + 0.48° 0.00 + 0.0° 11.5°°¢ 46.66 + 5.7°
1817 25.00 +
0.936 + 0.59° 25.0% 73.33 + 15.2° 80.00 + 0.0°°
25/3 1.248 + 0.50° 75.00 + 25.0° 80.00 + 20.0°®  60.00 + 17.3%°
25/7 1.132+0.47° 8.33+14.4*° 66.66 + 5.7 53.33 + 15.2%°
31/3 0.906 + 0.71°  8.33 + 14.4 70.00 + 20.0°° 66.66 + 5.7°°°
31/7 0.795+ 0.63° 83.33 + 14.4°  90.00 + 10.0° 81.48 + 23.1°
37/3 0.984 + 0.55° 50.00 + 0.0°° 43.33+5.7°*  74.07 + 12.8"
3717 58.33 +
0.727 + 0.34° 38.1°°  40.00 + 10.0° 86.66 + 5.7¢
Probabilidad" 0.079 0.000 0.003 0.014
Proteina? 0.025 0.015 0.000 0.025
Lipidos? 0.222 0.229 0.373 0.020
PxL? 0.806 0.000 0.135 0.105

'Probabilidad para ANOVA de una via entre tratamientos. Valores con la misma
letra no presentan diferencias estadisticas (Prueba de Ducan, P=0.05). # ANOVA
de dos vias (P<0.05).



DISCUSION

1. Desarrollo gonadal de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Los resultados mostraron que el IGS permite estimar la condicion
reproductiva de hembras de C. quadricarinatus en primera madurez.
Adicionalmente, es evidente que las fuentes externas de proteina y energia son
necesarias para la acumulacion de nutrientes en la gonada. Ademas los valores
de IGS registrados fueron mayores a lo anteriormente reportado para esta
especie. EI modelo de flujo de utilizacion de reservas (proteina, lipidos y
carbohidratos) entre el hepatopancreas y la génada durante la oogénesis es
similar a los resultados obtenidos en otros decapados (por ejemplo: Castille y
Lawrence, 1989; Lee y Chang, 1997). Una correlacion inversa entre el IHS y el
IGS sugiere una transferencia continua de reservas de energia del
hepatopancreas a la gbénada para activar y sostener la gametogénesis. Esta
tendencia confirma los resultados reportados por Rodriguez-Gonzalez (2001) para
esta especie y son similares a los resultados observados para otros decapodos,
como Penaeus aztecus y Penaeus setiferus (Castille y Lawrence, 1989), Penaeus
monodon (Millamena y Pascual, 1990) y Macrobrachium rosenbergii (Cavalli et al.,
2001). Palacios et al. (2000), considera que la trasferencia de nutrientes esta

influenciado por el aporte de nutrientes a partir de la dieta que consumen.

En este estudio, el nivel mas alto de proteina en la gbnada fue observado a

mayor grado de desarrollo gonadal. Resultados similares han sido reportados en



Parapenaeosis hardwickii (Kulkarni y Nagabhushanam, 1979), Crangon crangon
(Spaargaren y Haefner, 1994), y Penaeus indicus (Quinitio y Millamena, 1992).
Para C. quadricarinatus, Abdu et al., (2000) encontraron un aumento en la
concentracion de la proteina en la gonada, como resultado de una movilizacion
activa de reservas de energia de fuentes exdégenas a la génada y su introduccion
al ovocito por endocitosis. De la misma manera, Yano y Chinzei (1987) indicaron
que un aumento en la proteina en hembras cercanas a la madurez o maduras de
P. japonicus, esta asociado con el crecimiento rapido de los ovocitos durante las
ultimas fases de vitelogénesis. En C. quadricarinatus la molécula del vitelina sirve
como un vehiculo para el transporte de lipidos y por ende de energia, como una
lipoglicoproteina (Serrano-Pinto et al., 2003). Dentro de este contexto, la falta de
correlacion entre la concentracion de proteina del hepatopancreas y la madurez
gonadal (IGS) es consistente con las observaciones de Chang y O'Connor (1983)
para los crustaceos. Castille y Lawrence (1989) sugirieron que se usa proteina del
hepatopancreas para el desarrollo del gonadal en P. aztecus, pero el contenido
total de proteina del hepatopancreas no es variable como consecuencia de la
sintesis de la lipoproteina. Serrano-Pinto et al. (2004), demostraron que el
hepatopancreas es el sitio extra-ovarico de sintesis de lipoproteinas (vitelogenina)

en C. quadricarinatus.

En este estudio cambios en la cantidad de lipidos en el hepatopancreas y la
gonada durante la maduracion, sugieren una transferencia de este combustible a
la gonada. Esto es consistente a los resultados obtenidos de la evaluacién

histoquimica, donde el IL en los ovocitos presentd una alta correlacién con el



grado de desarrollo de la gonada. De manera similar, Galois (1984) reporta una
acumulacién de lipidos en la gbénada durante la maduracion de P. indicus. Asi
mismo, otros autores también han reportado movilizacién activa de reservas de
lipidos de los tejidos del almacenamiento (hepatopancreas y tejido adiposo) a la
gonada para la formacién de gametos en crustaceos (Galois, 1984; Castille y
Lawrence, 1989; Mourente et al., 1994; Rodriguez-Gonzalez, 2001). Mourente et
al. (1994) reportan que la acumulacién de lipidos en el desarrollo de los ovocitos
del cangrejo Uca tangeri depende principalmente del alimento consumido. En C.
quadricarinatus, este mecanismo podria indicar que los lipidos requeridos para la
maduracién vienen de la dieta suministrada a los reproductores. Sin embargo, se
requiere mas investigacion para confirmar esto y determinar si se presenta una

movilizacion adicional de las reservas.

Por otro lado, el nivel de carbohidratos en la gébnada disminuyd durante la
maduracién. Normalmente se ha reportado que los carbohidratos son una fuente
importante de energia inmediata durante las fases tempranas de desarrollo
gonadal. El valor maximo de IC corresponde a la fase del vitelogénesis primaria de
los ovocitos. Esta fase fue la mas frecuente (44.6%) durante las primeras fases de
desarrollo de la génada (IGS < 1), disminuyendo posteriormente conforme el IGS
aumentd. La reduccion en la frecuencia de ovocitos en fase de vitelogénesis
primaria se acompano por una disminucién de carbohidratos en la génada. Se ha
demostrado que los carbohidratos pueden ser utilizados como una fuente de
energia, reduciendo el consumo de proteina (Bautista, 1986). También se han

observado niveles bajos de carbohidratos en huevos y embriones de C.



quadricarinatus (Garcia-Guerrero et al., 2003a), sugiriendo que este componente
no se usa como una fuente importante de energia durante el desarrollo
embrionario. Observaciones similares han sido hechas para otros decapodos

(Clarke, 1982; Roustaian y Kamarudin, 2001).

La relacién o6ptima de proteina y energia (P/E) es esencial para la
deposicion eficaz de nutrientes, dénde la proteina disponible se usa
principalmente para el desarrollo gonadal y los requerimientos de energia, tanto de
reserva como de consumo, son cubiertos por lipidos y en menor grado, por
carbohidratos (Cortés-Jacinto et al., 2004). La P/E de la dieta en el presente
estudio se encuentra dentro del intervalo (13 — 17 mg/kJ) considerado 6ptimo para
los crustaceos (Cuzon y Guillaume, 1997). Los niveles de carbohidratos en el
hepatopancreas permanecen sin alteracion conforme el IGS se incrementa. Como
se menciono anteriormente, los carbohidratos en la génada disminuyen durante la
maduracién, por lo que se sugiere que este combustible tiene menor importancia y

no requiere ser proveido durante el desarrollo gonadal.

El diametro y el nucleo del ovocito aumentaron significativamente durante la
maduracién de la gébnada. Un comportamiento similar es reportado por Abdu et al.
(2000), para la especie. Cambios en la frecuencia de los diferentes estados de
desarrollo de ovocitos se han usado como indicadores del grado de madurez
ovarica en los crustaceos (Palacios et al., 1999). Por ejemplo, la frecuencia
relativamente similar de ovocitos en diferentes fase de desarrollo en el langostino

de agua dulce M. rosenbergii indican sincronizacion en el desarrollo de la gbnada



(O'Donovan et al., 1984). En este estudio, la presencia de ovocitos en diferentes
fases de desarrollo sugiere que algunos ovocitos crecen rapidamente
incorporando la vitelina, mientras otros permanecen inactivos. Observaciones
similares han sido reportadas por Sagi et al. (1996) para la especie, registrando un
valor maximo de IGS de 5, para organismos colectados al azar en estanques de
tierra y tanques de laboratorio. En el presente estudio, el valor mas alto IGS fue de
9. Estas diferencias pueden relacionarse con diversos factores, incluso con la
variabilidad genética; sin embargo, se considera que la diferencia con el estudio
de Sagi et al. (1996), es posiblemente resultado de utilizar una dieta con un nivel
optimo de P/E (32 % proteina y 17 mg/kJ; Rodriguez-Gonzalez, 2001), y de
ofrecer condiciones apropiadas a las hembras (temperatura y fotoperiodo
controlado). Los ovocitos vitelogénicos secundarios alcanzan la frecuencia
maxima a un IGS = 4.06. A un IGS mas alto, los ovocitos vitelogénicos
secundarios disminuyeron en numero y los postvitellogenicos aparecen en forma

dominante.

Un adecuado entendimiento de la dinamica de utilizacion de nutrientes
durante el desarrollo del gonadal en C. quadricarinatus contribuye a reforzar el
éxito de la produccion comercial de huevos y juveniles. La relaciéon entre la
frecuencia del ovocitos y IGS muestran que, para la acuacultura, IGS = 4
representan una fase de desarrollo ideal por introducir a los machos para iniciar el
proceso de reproduccién, debido a que se presenta el porcentaje mas grande de
ovocitos correspondientes a la fase secundaria y empieza a aumentar

significativamente la proporcion de ovocitos en etapa final (postvitelogénicos). Se



concluye que este estudio muestra que el IGS puede usarse como un indicador
fiable para determinar la condicion de hembras de C. quadricarinatus en etapa
reproductiva. Sin embargo, es necesario evaluar otros indicadores predictivos. Por
ejemplo, Arcos et al. (2003), determinaron que niveles de vitelogenina en
hemolinfa podrian ser usados como un criterio predictivo de la capacidad de
madurar, en L. vannamei, 1o que implica un ahorro en tiempo y mantenimiento de

organismos.

2. Calidad del huevo de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Ha sido comprobado que la dieta juega un papel muy importante en la
reproduccién de organismos acuaticos bajo condiciones controladas (Goos vy
Richter,1996; Cavalli et al., 1999; Wouters et al., 2001). Diversos estudios reportan
que variaciones en la composicién de la dieta se ven reflejados en cambios en la
frecuencia de desoves, fecundidad (Cahu, 1998; Wouters et al., 2000), tasa de
eclosion, composiciéon quimica (Cavalli et al., 1999; Cavalli et al., 2000), talla o
peso del huevo (Bromage et al., 1991; Izquierdo et al., 2001; Wouters et al., 2001),

calidad larvaria (Racotta et al., 2003) entre otros.

En el presente estudio se registraron variaciones en la fecundidad, numero
de desoves, peso de las hembras, tamano, peso y contenido de carbohidratos en
el huevo al variar los niveles de proteinas y lipidos en la dieta. Para los otros

parametros, no se presentaron diferencias significativas (ejem.: composicion de



proteinas, lipidos y energia en huevo). Es posible que esto se deba a la alta
digestibilidad de los ingredientes utilizados en la elaboracion de las dietas
(Campafna, 2001), y la eficiencia energética de C. quadricarinatus (Villarreal,
1987), que pueden ademas ser factores que contribuyen a enmascarar la
deficiencia de una dieta baja en proteinas y lipidos en experimentos sin restriccion

del consumo de alimento (Guillaume, 1997).

Ademas, algunos estudios reportan que las demandas energéticas en
crustaceos pueden ser cubiertas de manera adecuada por un aumento del nivel de
carbohidratos en la dieta (Capuzzo, 1982; Koshio et al., 1990; Cruz Suarez et al.,
1994). De hecho, un aumento de la cantidad de carbohidratos en la dieta estimula
el tiempo de retencién del alimento en el tracto digestivo y el crecimiento de la
flora intestinal, que a su vez puede ser usada como fuente de proteinas y
vitaminas (Palacios, 1999). Dietas con un bajo nivel de proteinas y lipidos
utilizados en el presente estudio presentaron un alto contenido de carbohidratos
en el huevo (42 a 67%). Recientemente, se ha demostrado que C. quadricarinatus
posee un sistema digestivo capaz de degradar celulosa y sustratos similares (Xue
et al., 1999). Ademas, Lépez-Lopez et al. (2003), observan que el efecto de la
suplementacién de ingredientes en el crecimiento y la actividad enzimatica
digestiva, presentan una correlacidén positiva entre crecimiento y el contenido de
carbohidratos en la dieta, y sugieren que C. quadricarinatus tiene la capacidad de
modificar los niveles de enzimas en el hepatopancreas de acuerdo a la

digestibilidad de la dieta.



Por otro lado, los crustaceos se alimentan para satisfacer sus
requerimientos energéticos para el crecimiento, actividad muscular y reproduccién.
Sin embargo, el exceso o insuficiencia en los niveles de energia en la dieta reduce
la tasa de crecimiento o la reproduccion (New, 1987; Harrison, 1997). En este
estudio, el crecimiento de hembras de C. quadricarinatus fue menor con dietas con
18% PC, lo que sugiere que el organismo sacrifica la energia para crecer y la
utiliza para el gasto de reproduccion. Esta misma estrategia es reportada por
Ra’Anan (1991), para M. rosenbergii. Ademas se considera que la sustitucion de
proteina por carbohidratos en la dieta genera un exceso de energia no proteica
(de carbohidratos y/o lipidos) lo cual puede retardar el crecimiento de una especie
(Rosas et al., 2001). En este estudio, dietas con bajo nivel de proteina y lipidos en
este estudio presentaron alto contenido de carbohidratos, lo pudiera influenciar en

la disminucion del crecimiento de hembras de C. quadricarinatus.

Para C. quadricarinatus, Abdu et al. (2000), reportan un aumento en la
concentracion de nutrientes en la gbnada durante la maduracion, como resultado
de una movilizacion activa de reservas de energia de las fuentes exdgenas. En
este estudio, se determind la composicidon quimica del musculo y hepatopancreas
para determinar si se presentaban cambios en los dos anteriores érganos, en
funcién del nivel de proteina y lipidos en la dieta, y si se utilizaban reservas de
energia de estos tejidos. No se observaron variaciones en la composicion quimica
del musculo y hepatopancreas, lo que siguiere que C. quadricarinatus al parecer
solo reduce su crecimiento para ahorrar energia. Sin embargo, se requieren mas

estudios para confirmar esta hipétesis, debido a que existen pocos estudios que



evaluan la influencia de dieta en la composicion quimica de musculo y

hepatopancreas (Guillaume, 1997; Rodriguez-Gonzalez, 2001).

En el presente estudio se presenté un nivel 6ptimo de P/E (17 mg/kJ) que
maximiza el numero de desoves. Esto sugiere que para esta raciéon de P/E, se
reunen los requerimientos nutricios para las hembras reproductoras. Aunque no
hay estudios que determinen el nivel 6ptimo de proteinas que maximicen el
numero de desoves en hembras de C. quadricarinatus, existen trabajos que
reportan valores similares para el desarrollo gonadal (17.16 mg/kJ; Rodriguez-
Gonzalez, 2001) y crecimiento de juveniles (16.3 mg/kJ; Cortés-Jacinto et al.,

2003).

Por otro lado, King (1993) propone una férmula para la determinacion
de la fecundidad con relacion al peso de las hembras de C. quadricarinatus.
Aplicando la féormula con el peso promedio final de las hembras (42 g), se
obtiene un valor de 378 huevos por hembra, el cual es similar a lo obtenido

en este estudio con los diferentes tratamientos.

Se ha definido calidad del huevo como la habilidad de éste para ser
fertilizado y garantizar el desarrollo embrionario de una especie (Holcomb et al.,
2004). Las variables morfologicas de los huevos, talla, color, porcentaje de
eclosion, composicion quimica, y niveles especificos de nutrientes, generalmente

son consideradas como buenos indicadores de la calidad del huevo (Clarke et al.,



1990; Lavens et al., 1991; Watanabe et al., 1991; Racotta et al., 2003; Garcia-
Ulloa et al., 2004). En este estudio, dietas con 32% proteina cruda y 8% lipidos
(17.16 mg/kd de P/E) presentan valores mayores en el diametro, volumen, area, y
peso del huevo. La media de la talla del huevo obtenido en nuestro estudio (2.60
mm) coincide con el tamafio de ovocitos antes del desove (2.55 mm) reportado por

Sagi et al. (1996).

Por otro lado, en los dos experimentos de calidad de huevo, no se
presentaron cambios en la composicion quimica (proteina, lipidos, carbohidratos)
y contenido energético entre tratamientos. Por ello, este parametro no se
considera un buen indicador de calidad de huevo en las condiciones de estos

estudios.

Se evalud la concentraciones de vitelina contenida en los huevos debido a
que, aparentemente la molécula de vitelina sirve como vehiculo para el transporte
de energia, como lipoglicoproteina en C. quadricarinatus (Serrano-Pinto et al.,
2003). Sin embargo, tampoco se observaron cambios en el contenido de este
compuesto en los huevos. En funcién a la dieta, esta respuesta se puede deber a
dos factores; Garcia-Guerrero et al. (2003a), determinaron que la composicion
quimica de huevos en C. quadricarinatus presenta una alta variabilidad. Por otro
lado, la estrategia del reproductor también juega un papel importante. C.
quadricarinatus tiene una fecundidad relativamente baja y presenta cuidados
maternales (Holdich, 2002). Con base en esta estrategia, se sugiere que las

hembras reproductoras buscan garantizar la calidad del huevo usando diferentes



fuentes de nutrientes, y desovando solo después de que la composicién quimica

del huevo sea equilibrada y uniforme.

Finalmente, es importante destacar que al incluir 32% PC y/o 8% LIP se
registran valores significativamente mas altos o una tendencia a mostrar el
valor promedio mas alto en la mayoria de las variables registradas (numero
de desoves, fecundidad, talla del huevo, contenido de proteinas y energia en
el huevo). Esto coincide con el trabajo de Rodriguez-Gonzalez (2001),
encontrando los niveles 6ptimos de proteina y lipidos para el desarrollo

gonadal de C. quadricarinatus.

Por otro lado, Cortés-Jacinto et al. (2004), indican que el requerimiento
de proteina para preadultos de C. quadricarinatus es de 26% PC durante la
engorda. La comparacién de ambos trabajos indican que el requerimiento es
menor en la etapa no reproductiva, y se espera que los requerimientos de
proteinas y lipidos aumenten durante la maduracién y reproduccién de la
especie (Harrison, 1990). En dietas comerciales para otros decapodos, como
el camarén en general contienen en general de 10-20% mas que para la etapa
de engorda, con lo que se busca satisfacer los requerimientos nutricios
durante el periodo reproductivo de los organismos. Los nivel de lipidos
optimos (8%) encontrados se encuentra dentro del intervalo que se

recomienda para dietas artificiales de maduracion de decapodos (Wouters et



al., 2001). En general, niveles de inclusion de lipidos altos (>10%) pueden

afectar la tasa de ingestion (Aranyakananda y Lawrence, 1993).

Es posible que no se hayan presentado variaciones en algunos parametros
debido a la capacidad compensatoria que parecen tener los decapodos para
obtener proteina al incrementar el consumo (Palacios, 1999). Al parecer C.
quadricarinatus cambia su estrategia alimenticia hasta obtener un 6ptimo
energético y nutricio que le permite maximizar el proceso reproductivo. En
consecuencia, se propone que C. quadricarinatus, es capaz de acumular los
nutrientes necesarios para el proceso reproductivo a partir de la alta digestibilidad
de los ingredientes utilizados en las dietas experimentales (Campana, 2001). Sin
embargo, en procesos de cultivo comercial, es deseable que una dieta peletizada
contenga niveles 6ptimos de proteina y lipido, a fin de optimizar el proceso
reproductivo (Harrison, 1990; Villarreal y Pelaez, 1999; Wounters et al., 2001). En

este caso 32% PC y 8% LIP cumplen con este propdsito.

Es evidente que algunos criterios de evaluacion de calidad de huevo
utilizados en este estudio no fueron suficientemente sensibles, posiblemente por la
falta de restriccion de alimento. Se sugiere utilizar una estrategia de restriccion del
alimento para evaluar el efecto de variaciones en la concentracion de proteinas y
lipidos en las variaciones en la composicién de aminoacidos y acidos grasos, de la

dieta de los reproductores.



3. Calidad del juvenil de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

Es de esperarse que la variacion de los niveles de proteina y lipidos
incluidos en la dieta, influye también en la calidad de juvenil de langosta de agua
dulce C. quadricarinatus. Actualmente la produccion de juveniles en cantidades
suficientes y calidad aceptable representa uno de los principales “cuellos de
botella” en la produccién de organismos acuaticos bajo condiciones controladas
(Garcia-Ulloa, 2000). De ahi surge la necesidad de identificar las larvas y/o
juveniles de buena condicidon fisioldgica, que se considera presentan mejor
supervivencia en condiciones suboptimas, asegurando el éxito de la progenie
durante la fase de la engorda (Racotta et al., 2003). Se ha comprobado que la
condicion y supervivencia de juveniles es parcialmente determinada por el estado
de los progenitores, su condicion nutricional y la calidad y cantidad de reservas en
los huevos. En nuestro estudio variables de produccion como el numero de
juveniles eclosionados por tratamiento experimental, se maximiza cuando la dieta
presentaba un valor de 16 mg/kd de proteina y energia (P/E), lo cual es similar al
optimo encontrado en estudios previos para el numero de desoves (17.1 mg/kJ;
P/E) y talla y peso del huevo (17.16 mg/kJ; P/E) en este trabajo. Asi mismo, datos
similares han sido reportados por Cortés-Jacinto et al. (2003), quienes senalaron
que a P/E de 16.30 mg/kd se optimiza el crecimiento de juveniles de la misma
especie. De manera similar, Jones et al. (1996), en C. destructor también reportan

un valor similar para el crecimiento de juveniles (15.96 mg/kJ).



Por otro lado, se define la calidad del juvenil dependiendo de la respuesta
de los organismos a diferentes criterios como: composicibn quimica,
supervivencia, talla y pruebas de estrés, entre otros muchos criterios, los cuales
pueden ser muy subjetivos. Bray y Lawrence (1991), evaluan la calidad de los
juveniles por medio de su desempefio en la engorda, tomando en cuenta
supervivencia y tamano final. En el presente trabajo se determiné la calidad del
juvenil mediante los criterios comunmente usados (composicion quimica, talla y
respuesta a pruebas de estrés). En relacidén a la composicion quimica y talla de los
juveniles, no se presentaron diferencia estadisticas. Es posible que no se
encuentren diferencias en la calidad del juvenil debido a que en los experimentos
de calidad de huevo, no hubo variacion en el contenido quimico del huevo, al

variar la dieta de los reproductores.

Se sabe que las evaluaciones de capacidad de respuesta al estrés, se
basan en el hecho de que la condicion fisioldgica del organismo, se determina su
habilidad de sobrevivir a las condiciones medioambientales adversas. Se han
propuesto varios métodos para estimar calidad larval en crustaceos (Bray y
Lawrence, 1992; Samocha et al., 1998; Racotta et al., 2003). Estos métodos
incluyen exposicion de organismos, a condiciones extremas, como baja salinidad
(Samocha et al., 1998), baja temperatura, formalina, alta concentracién de amonio,
bajo nivel de oxigeno disuelto y otros (Bray y Lawrence, 1992; Racotta et al.,
2003) por periodos cortos. Para realizar dichas pruebas de estrés, primero es
necesario determinar la dosis letal del 50% de la poblacion (LCs) en un tiempo

determinado (Bray y Lawrence, 1992).



Los niveles de LCsp para pruebas de amonio del presente estudio presentan
diferencias con lo reportado para C. quadricarinatus por Meade y Watts (1995).
Las diferencias encontradas pueden deberse a diferencias en factores
ambientales como el pH y la temperatura del agua, asi como en la talla de los
organismos (Hernandez, 2001). Sin embargo, los resultados de LCsy en pruebas
de amonio presentan valores similares a los reportados para P. monodon (Chin'y
Chen, 1987) y M. ensis (Chen et al., 1991). En este estudio se evidencia que C.
quadricarinatus es una especie que demuestra una alta tolerancia a la presencia
de amonio en el agua. Los resultados obtenidos (LCsp) en la prueba de salinidad e
hipoxia son dificiimente comparables, ya que no existen en la literatura reportes de
estudios similares para esta especie y la mayoria de estos se han realizado en
especies de crustaceos marinos. Sin embargo, la prueba de cambio de salinidad
es la mas utilizada en la evaluacion de la respuesta del organismo a cambios de
concentraciones abrutas del medio de donde viven (Cavalli et al., 2000). A pesar
de ello en la actualidad, no existen evidencias claras que garanticen un mejor
rendimiento de los organismos en etapa de engorda comercial al seleccionar una
mayor resistencia a cambios de salinidad, ya que esta evalua principalmente la
capacidad osmorreguladora de los organismos. Por ello se considera que las
pruebas de estrés son una forma de evaluar su condicion fisiolégica y no de su

capacidad de crecimiento (Alvarez et al., 2004).

Con relacion a las pruebas de estrés aplicadas a juveniles obtenidos de

hembras alimentadas con diferente nivel de proteina y lipidos en la dieta,



encontramos que se presenta un efecto del contenido de proteina en la dieta y la
respuesta a las diferentes pruebas de estrés (hipoxia, salinidad y amonio). El
efecto de los niveles de lipidos incluidos en la dieta solo se reflejé en la prueba de
amonio, por lo que se sugiere que esta prueba presentdé mayor sensibilidad que
las otras (amonio y salinidad). Se ha demostrado que la prueba de estrés de
amonio es mas sensible y reproducible para establecer la calidad larval en M.
rosenbergii en fases tempranas de desarrollo (Cavalli et al., 2000). De manera
general, Cavalli et al. (2000), comprobaron la eficacia de alimentar larvas de
langostino con nauplios de artermia enriquecidos con altos niveles de acidos
grasos y vitamina C. Sus resultados demostraron la influencia de la calidad de la
dieta en el desarrollo de las larvas, pues los organismos alimentados con dieta
enriquecida presentaron mejores resultados en crecimiento, metamorfosis y
resistencia a estrés de amonio, que aquellos alimentados con nauplios de artemia
en ayuno. En pendidos, especificamente en L. vannamei, se observo una
correlacion positiva entre la supervivencia de zoea a la prueba de estrés a altas
concentraciones de amonio y la supervivencia al estadio de postlarvas (Racotta et

al., 2003).

Por otro lado, es posible que las pruebas de estrés de salinidad y/6 hipoxia
sean menos sensibles, debido a que la especie tiene mayor tolerancia a
variaciones de salinidad y capacidad de adaptacion a bajos niveles de oxigeno,
esto hace que la respuesta sea menos clara (Cavalli et al., 1999; Thuy, 1999;
Cavalli et al., 2000). C. quadricarinatus es una especie eurihalina que también

resiste condiciones altas de hipoxia, debido a que la poblaciones de langosta de



agua dulce en su habitat natural se extienden desde esteros salinos a rios
ubicados en zonas montafosas lo que aunado al hecho de realiza migraciones
frecuentes, las hace capaces de resistir niveles bajos de oxigeno (Villarreal y
Pelaez, 1999). Sin embargo, se observa que el nivel de inclusién de proteina en la
dieta de hembras presenta una variacion en la respuesta a las pruebas de estrés
de los juveniles producidos. Es posible que esto se deba a que las proteinas no
son solo una fuente de energia metabdlica para los reproductores, sino que
también son el componente mas abundante en los crustaceos y juegan un papel
importante en el transporte de otras moléculas, como mediadores y catalizadores
de reacciones quimicas y constituyen el mas numerosos grupo de hormonas
(Stryer, 1990). Ademas las proteinas representan el componente mas abundante
en el contenido de los huevos (Garcia-Guerrero et al., 2003a). Garcia-Guerrero et
al. (2003a) describe la variacion del contenido proteina en el huevo durante el
desarrollo embrionario, asi como, el contenido de lipidos y carbohidratos. Por otro
lado, aparentemente su funcidén principal no es el aporte de energia en el
desarrollo embrionario, ya que en estas etapas la principal fuente de energia
proviene de los lipidos. Mas bien, las proteinas que se encuentran en el vitelo del
huevo se utilizan para la sintesis de tejidos y enzimas. Algunos aminoacidos libres
tienden a acumularse en el huevo para el desarrollo del embrion y se les ha
atribuido un posible papel en la osmorregulacién, por lo que se extiende a los

juveniles recién eclosionados (Claybrook, 1983; Garcia-Guerrero et al., 2003a).

De los resultados del presente estudio, puede concluirse nuevamente que

dietas con 32% PC y 8% LIP es adecuada para la produccion de juveniles de



optima calidad de C. quadricarinatus. Esta racion es similar a lo recomendado
para calidad del huevo en este trabajo, desarrollo gonadal (Rodriguez-Gonzalez,
2001), crecimiento de pre-adultos (Cortés-Jacinto et al., 2004) y juveniles (Cortés-
Jacinto et al., 2005). Esta informacion debe contribuir al desarrollo de dietas
practicas nutricionalmente balanceadas para la reproduccion de langosta de agua

dulce C. quadricarinatus.

4) Discusion General

A partir de la década de los 80°s, surgen los primeros estudios relacionados
con el control y la induccién de la maduracion en reproductores de crustaceos,
particularmente para camarones peneidos (Harrison, 1990). Para la langosta de
agua dulce C. quadricarinatus, se ha estudiado el efecto de ablacion del tallo
ocular (Sagi et al., 1997) y la inyeccién de hormonas (Abdu et al., 2001) en la
reproduccion. También se ha determinado potencial de fecundidad (King, 1993), el
ciclo anual de desoves (Yeh y Rouse 1994; Barki et al., 1997), el control ambiental
(Yeh y Rouse, 1995) y otros estudios relacionados con el ciclo reproductivo
(Jones, 1988; Yeh y Rouse, 1995; Sagi et al., 1995; Sagi et al., 1996; Sagqi et al.,
1997; Villarreal et al., 1999; Serrano-Pinto et al., 2003). Sin embargo, existe poca
informacion sobre los requerimientos nutricionales de reproductores y el efecto de
la dieta sobre la calidad de la progenie. Por lo que en este estudio, se evalud la

dindamica de la utilizacion de los nutrientes durante el desarrollo gonadal y se



optimizé la etapa reproductiva, mediante la definicion de una dieta 6ptima con

relacion a la calidad de progenie, de hembras reproductoras de C. quadricarinatus.

En la primera fase, utilizando el IGS como una variable comunmente usada
para determinar el desarrollo de la génada de algunas especies de crustaceos, en
la acuacultura, se determin6 la relacion de esta variable con la dinamica de
nutrientes durante el desarrollo del gonadal en C. quadricarinatus. Los estudios
relacionados con la variacion de componentes quimicos en la génada son muy
diversos en diferentes especies de crustaceos (Carrillo et al., 1993; Cavalli et al.,
1999; Cavalli et al., 2000; Palacios et al., 2000). Sin embargo, no existen reportes
para hembras de langosta de agua dulce C. quadricarinatus, debido a que es una
especie que recientemente se ha incorporado a la acuacultura. Por ejemplo, los
estudios de morfologia gonadal de langosta de agua dulce, son recientes (Sagi et
al., 1996). Existen otros reportes relacionados con el cultivo y la reproduccion de la
especie (vgr. Sagi, et al., 1995; Yeh y Rouse, 1995; Sagi et al., 1996; Sagqi et al.,
1997; Silkovsky et al., 1998; Verhoef et al., 1998; Villarreal y Pelaez, 1999). En
este estudio, definimos un valor de IGS (4) que representan una fase de desarrollo
ideal para introducir a los machos a los estanques durante la reproduccion, debido
a que se presenta el porcentaje mas alto de ovocitos en fase de vitelogénesis
secundaria y empiezan a aumentar significativamente el numero de ovocitos en
etapa final. Ademas, este estudio muestra que el IGS puede usarse como un
indicador confiable para determinar la condicion de hembras en estado

reproductivo de C. quadricarinatus.



En las dos fases siguientes, el enfoque del presente trabajo fue definir una
dieta 6ptima en términos de proteinas vy lipidos para hembras reproductoras de C.
quadricarinatus, con relacién a la calidad del huevo y del juvenil producido. Los
estudios enfocados a la nutricion de reproductores generalmente consideran los
requerimientos de proteinas o lipidos, en funcion de la composicion de estos
nutrientes en las génadas de hembras maduras (Middledich et al., 1979; Harrison,
1990; Mohamend y Diwad, 1992; Millamena et al., 1993). En organismos con
desarrollo lecitotroéfico uno de los factores que puede afectar la condicion
fisiolégica de huevos y juveniles producidos, es la nutriciéon de los reproductores.
De esta manera se suministran, a través de raciones alimenticias, componentes
que probablemente utilizan los organismos durante el proceso reproductivo
(Palacios, 1999). Se sugiere que la calidad de la progenie es parcialmente
controlada por la dieta que reciben los reproductores, particularmente en el caso

de las hembras (Bromage et al., 1991; Racotta et al., 2003).

Por otro lado, la calidad del huevo y/o juvenil ha sido evaluada utilizando
diversos parametros. Algunos de los parametros que se han empleado son: peso
seco, transparencia, contenido de energia, enzimas o vitaminas, volumen vy talla
del huevo, porcentaje de fertilizacion, fecundidad y morfologia y viabilidad de los
estadios larvales (De Caluwé, 1995; Garcia-Ulloa, 2000; Racotta et al., 2003). Sin
embargo, estos parametros definidos para algunas especies han sido
extrapolados, creando confusién al interpretar los resultados. Por ello, es
importante la caracterizacion y determinacion de criterios que determinen la

calidad para cada especie (Rodriguez-Gonzalez, 2001). En el presente estudio,



parametros como numero de desoves, fecundidad, talla y peso del huevo, niumero
de juveniles y respuesta a la prueba de estrés de los juveniles producidos,
demostraron ser indicadores fiables para determinar el efecto de las variaciones
en la composicion de la dieta de reproductoras de C. quadricarinatus durante el
proceso de reproduccion.

Es importante tomar en cuenta que es dificil determinar de forma precisa los
niveles optimos de proteinas y lipidos en la dieta con relacion a la calidad de
progenie, ya que los organismos pueden compensar una dieta conteniendo un
nivel mas bajo de un nutriente, con un mayor consumo de alimento (Palacios,
1999). Sin embargo, el presente trabajo sugiere un nivel 6ptimo de 32% proteina,
8% de lipidos y 16.4 + 0.6 mg/kd P/E, ya que optimiza el proceso reproductivo de
hembras de C. quadricarinatus. Estos valores 6ptimos de proteina y lipidos son
similares a los recomendados para el desarrollo gonadal (Rodriguez-Gonzalez,
2001), crecimiento de pre-adultos (Cortés-Jacinto et al., 2004) y juveniles (Cortés-
Jacinto et al., 2005) de esta especie. Asi mismo, Cortés-Jacinto et al. (2003),
encuentran valores similares con el contenido de proteina/energia (P/E) incluido
en la dieta (16.30 mg/kJ) el cual optimiza el crecimiento de juveniles de la especie.
Por otro lado, es evidente que algunos criterios de evaluacion de calidad de huevo
y juvenil utilizados en este estudio no fueron suficientemente sensibles,
posiblemente por la falta de restricciéon de alimento suministrado y la capacidad

compensatoria de los organismos.



CONCLUSIONES

e A valores de IGS=4 se presenta una fase de desarrollo ideal para introducir a
los machos en los estanque de reproduccion. Lo anterior se sustenta en un
mayor porcentaje de ovocitos en etapa de vitelogénesis secundaria y el

aumenté inicial de ovocitos en etapa final (postvitelogénicos).

e En este estudio se registraron valores maximo de 1GS (IGS = 9), que fueron
mayores a lo anteriormente reportado para esta especie, indicando la

existencia de condiciones Optimas para la reproduccion.

e EIIGS es un indicador fiable que puede usarse para determinar la condiciéon de

reproductoras de C. quadricarinatus.

e Dietas con bajo nivel de proteina (18% PC) se traduce en bajo crecimiento de
las hembras, lo cual, en conjunto con la actividad reproductiva sostenida,
sugiere que el organismo sacrifica la energia para crecer y la utiliza para el

gasto de reproduccion.

e Parametros como numero de desoves, fecundidad, tamafo y peso del huevo,
numero de juveniles y respuesta a la prueba de estrés de los juveniles

producidos, puede usarse como un indicador fiable para determinar el efecto



de las variaciones en la composicion de la dieta de reproductoras de C.

quadricarinatus durante el proceso de reproduccion.

No se presentaron cambios en la composicion bioquimica (proteina, lipidos,
carbohidratos y vitelina) y contenido energético del huevo y juvenil. Se sugiere
que hembras reproductoras busca garantizar la calidad de la progenie usando
diferentes fuentes nutrientes, y desovando sélo después de que la composicion
quimica huevo sea equilibrada y uniforme. Con lo anterior se sugiere que estos
indicadores no son lo suficientemente sensibles y eventualmente solo se

pueden utilizar para detectar condiciones claramente deficientes.

Para C. quadricarinatus hembras alimentadas dietas con 32% proteina, 8% de
lipidos y 16.4 + 0.6 mg/kJ P/E presentan una mejor respuesta a indicadores de
calidad en huevo y juvenil, lo cual se sugiere que optimiza el proceso

reproductivo.
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