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Digase a organismos controles 
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Digase a organismos ablacionados bilateralmente 

Organo Y 
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Resumen 

La ablacion del tallo ocular para inducir una maduracion gonadica en crustaceos, es la 

practica mas comun en 10s laboratorios de produccion de nauplios de Penaeidos. A parte de la 

reproduccion, otros procesos fisiologicos y metabolicos son afectados por la remocion de la 

glindula neuroendocrina complejo organ0 X y su seno de la glhndula. En este estudio se 

investigo la influencia de la ablacion del tallo ocular sobre las concentraciones de trigliceridos, 

de glucosa, de lactato, de colesterol y de proteina en el plasma. Por otro lado, la actividad 

total de la profenoloxidada celular y plasmatica, fenoloxidasa plasmatica y el numero total de 

hemocitos tambien heron analizados. Se compararon grupos de machos y hembras en estadio 

de intermuda ablacionados unilateralmente, bilateralmente y controles. Se aplico una 

ANDEVA de dos vias para analizar el efecto de 10s sexos y el tratamiento seguido de un 

analisis de comparacion de medias. Se observ6 una interaccion significativa en la 

concentracion de glucosa en el plasma, lo cud significa una diferencia en el metabolismo de la 

glucosa entre machos y hembras. La concentracibn de glucosa es significativamente mas alta 

en machos ablacionados unilateralmente con respecto a 10s bilaterales. Las hembras 

unilaterales y bilaterales presentaron una tendencia por concentraciones mas bajas. Se detect6 

una interaccibn significativa en la concentracion de trigliceridos en el plasma, lo cud significa 

una diferencia en el metabolismo de 10s trigliceridos entre machos y hembras. La 

concentracion de trigliceridos en hembras ablacionadas unilateralmente h e  significativamente 

mas baja con respecto a 10s controles. Se observo una interaccion significativa en la 

concentracion de proteina en el plasma, lo cud significa una diferencia en el metabolismo de 

la proteina entre machos y hembras. La concentracion de proteina h e  mas baja en machos 

unilaterales, mientras que en hembras unilaterales la concentracion h e  mas alta con respecto a 

10s controles. Con respecto al lactato, en ambos sexos ablacionados unilateralmente, la 

concentracion h e  significativamente mas alta con respecto a 10s bilaterales, tarnbidn el lactato 

mostro concentraciones significativamente mas altas en las hembras (tratadas y controles) con 

respecto a 10s machos. No se observaron cambios significativos en la concentracion de 

colesterol y en el numero de hemocitos totales. La actividad total de la profenoloxidasa 

celular mostro una actividad total significativamente mas alta en 10s machos (tratados y 



controles) con respecto a las hembras. En ambos sexos ablacionados bilateralmente, la 

actividad total de la profenoloxidasa plasmatica h e  significativamente mas baja con respecto a 

10s controles. En 10s organismos ablacionados unilateralmente, la actividad total de la 

fenoloxidasa h e  significativamente mas alta con respecto a 10s bilaterales. Se observo un 

decrement0 significativo en el periodo del ciclo de muda despues de la ablacion: 24 dias 

(controles), 17 dias (unilaterales) y 10 dias (bilaterales). La mortalidad h e  de 0% en 

controles, 13% en unilaterales y 33% en bilaterales hasta la toma de muestra. 

Abstract 

The eyestalk ablation is the most common practice procedure to induce gonad 

maturation in commercial hatcheries of Penaeid shrimps. Besides reproduction, other 

physiological and metabolic processes could be affected by removal the neuroendocrine 

gland. In the present study, we investigated the influence of eyestalk ablation on 

concentration of glucose, lactate, triglycerides, cholesterol and protein in plasma. In 

addition, total activity of cellular and plasma prophenoloxidase, plasma phenoloxidase and 

the number of hemocytes were also measured. We compared unablated (control), unilateral 

and bilateral ablated males and females in intermolt stage. Two way ANOVA were used to 

analyze the data with treatment and sexes as factors, and then, two-mean comparison test 

were executed. Significant interaction was detected in the concentration of glucose, this 

means a difference in the metabolism of glucose in males and females. Concentration of 

glucose is significantly higher in males unilaterally ablated with respect to bilaterals, and 

females had only a trend to lower concentration in organisms unilaterally and bilaterally 

ablated. Significant interaction was detected in the concentration of tryglicerides. The 

interaction means a difference in the metabolism of tryglicerides in males .and females. 

Concentration of triglycerides in females unilaterally ablated was significantly lower with 

respect to control. Significant interaction was also detected in the concentration of protein, 

this means a difference in the metabolism of protein in males and females. Protein was 

lower in male unilaterally ablated, but higher in female unilaterally ablated with respect to 

their respective controls. The concentration of lactate in both sexes unilaterally ablated was 

significantly higher with respect to bilaterals. In addition, lactate showed significantly 



higher concentration in female (treated and control) with respect to males. In the 

concentration of cholesterol and number of total haemocyte, significant differences were 

not observed. Total activity of cellular prophenoloxidase showed significantly higher 

activity in males (treated and control) with respect to females. In both sexes bilaterally 

ablated, total activity of plasma prophenoloxidase was significantly lower with respect to 

controls. Organisms unilaterally ablated, total activity of phenoloxidase was significantly 

higher with respect to bilaterals. A significant decrease in the molt period was observed: 24 

days (control), 17 days (unilateral), and 10 days (bilateral). The mortality during the first 

molt cycle was 2% (control), 33% (unilateral), and 68% (bilateral). 
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La creciente demanda de camaron en 10s mercados nacional e internacionales a 

propiciado el desarrollo de la camaronicultura. Esta demanda ha hecho de la camaronicultura una 

actividad con buena rentabilidad en Mexico. En la produccion de estos crustaceos, muchos 

productores de larvas de camarbn dependian de las capturas de hembras parechadas en el mar 

para obtener nauplios en 10s laboratories. Sin embargo esta practica era dependiente de la 

capacidad de ir a1 mar abierto donde se encuentran 10s organismos reproductores y de la 

abundancia de hembras ya parchadas (Chang, 1992). 

Con la busqueda del mejoramiento de la produccion comercial de nauplios, se ha 

empleado la ablacion del pedunculo ocular para acelerar la reproduccibn en hembras (Bray y 

Lawrence, 1992; Fingerman, 1995; Gendrop-Funes y Valenzuela-Espinoza, 1995). La prhctica de 

la ablacion del tallo ocular ha proporcionado mayor exito en el aceleramiento de la reproduccion 

en comparacion con 10s intentos de controlar el sistema hormonal con factores externos (Shin-Ichi 

et a!., 1988). h t o  es debido a que en la base del lbbulo ocular se produce y se secreta la honnona 

inhibidora de la vitelogenesis (VIH), la cud act6a inhibiendo la sintesis de vitelo y la endocitosis 

en la gonada (Beltz, 1988). 

Varios procesos fisiologicos y metabolicos regulan el ciclo de vida de 10s crusticeos, y 

estos procesos estan bajo el control hormonal. El conocimiento del hncionamiento del sistema 

endocrino es importante para la manipulation de procesos que se requieren en 10s laboratorios de 

produccion. La ablacion del tallo ocular, y por consiguiente la elirninacion de la VEX, acelera el 

proceso de maduracion (Chang, 1992). Sin embargo, ademas de actuar en 10s procesos 

reproductivos, la ablacion unilateral y bilateral provoca otros efectos en el metabolismo de 



crustaceos en general (Beltz,1988; Chang, 1992). Se acelera el ciclo de muda debido a la 

eliminacion de la hormona inhibidora de la muda (MM) Cachaise et al., 1993), las fbentes de 

energia y 10s elementos estructurales utilizados por 10s crustaceos sufren alteraciones (Rosas et 

al., 1992; Santos y Keller, 1993a). Por ejemplo, despues de la ablacion se han observado carnbios 

importantes en la concentracion de glucosa en hemolinfa, hepatopancreas y musculo en Astams 

leptodactylus (Kallen et al., 1988) y Penaeus notiales (Rosas et al., 1993), en la concentracion de' 

lactato (Rosas et al., 1992; Santos y Keller, 1993b), de trigliceridos en hepatopancreas y en la 

gonada femenina de Penaeus japonicus (Shin-Ichi., et al., 1988) y Crangon crangon (Spaargaren 

y Haefher Jr, 1994), asi como en las concentraciones de proteina en plasma, musculo y 

hepatopancreas de Crangon crangon (Chang y O'Connor, 1988; Spaargaren y Haefher Jr, 1994). 

Con la practica de la ablacion unilateral y bilateral se producen mortalidades en 10s 

laboratorios de produccion de nauplios de camaron. El uso de antibioticos ha permitido disminuir 

en gran medida esta mortalidad. Aunque no ha sido demostrado, se sugiere que el sistema de 

defensa del camaron podria verse afectado en forma negativa por la ablacion. No se sabe si existe 

una relacion entre la ablacion y el sistema de defensa de este crusthceo. A1 igual que en otros 

invertebrados, el sistema de la profenoloxidasa es una de las partes medulares de 10s mecanismos 

de defensa humoral en crustaceos. Este sistema participa en el reconocimiento y eliminacion de 

cuerpos que no son propios y es tambien un componente importante en el mantenimiento del 

organism0 libre de infecciones (Johanson y Soderhal, 1989). Posibles alteraciones que repercuten 

en una mayor o menor produccion, secrecion o activacion del sistema de la profenoloxidasa 

despues de la ablacion, pondrian poner al camaron en un estado de desequilibrio. 



En el presente trabajo se estudio el efecto de la ablacion en las concentraciones de 

glucosa, lactato, trigliceridos, colesterol y proteina total en plasma. Ademas se midi6 la actividad 

total de la profenoloxidasa plasmatica y celular, fenoloxidasa plasmatica y el numero de 

hemocitos totales. 

Antecedentes 

En 1943, Panouse observo por primera vez que la ablacion del pedunculo ocular 

acelera el desarrollo de la gonada en crustaceos. Los resultados no han sido iguales para todos 10s 

crustaceos. Sin embargo, la ablacion del pedunculo ocular se ha empleado con exito desde 1970 

en la produccion de larvas en la mayoria de 10s Penaeidos (Bray y Lawrence, 1992; Gendrop- 

Funes y Valenzuela-Espinoza, 1995). Los resultados obtenidos con respecto a la maduracibn 

sexual con el metodo de la ablacion del pedunculo ocular, son significativsmente mejores que 10s 

obtenidos con la manipulation de factores fisicos como la temperatura, la luz y el aliment0 (Shin- 

Ichi et at., 1988). Estos factores externos replan la reproduccion, la muda y otros eventos 

internos a traves de la modulacion de la sintesis y secrecion de 10s agentes neuroendocrinos como 

la VM y la MIH (Van-Herp, 1992). A pesar de que se tienen ventajas con el uso de la ablacion, 

su aplicacion presenta riesgos en terminos de supe~vencia. Segim Gendrop-Funes y Valenzuela- 

Espinoza (1995), el exito depende del estadio de muda en el cual se aplica la ablacion. Cuando se 

ablaciona se induce la maduracibn, pero se ha observado que si la ablacion se realiza durante la 

premuda o la posmuda se presentan mortalidades mas fkecuentes que en intermuda. 

El sistema endocrino de crustaceos esta compuesto por tejido neuroendocrino y 

glandular (Beltz, 1988; Keller y Sedlmeier, 1988). El complejo organo X sen0 de la glhdula 



(OXSG), es el principal centro neuroendocrino del camaron, y se ubica en la base de cada lobulo 

ocular. En este complejo se producen y se almacenan hormonas que esth involucradas en la 

regulacion de varios procesos fisiologicos y metabolicos. Despues de la eliminacibn del OXSG 

por la ablacion del pedunculo ocular, se ha encontrado una relacion entre las hormonas 

producidas en este centro neuroendocrino y el desarrollo de la gonada (Fingerman, 1995), la 

muda (Chang y O'Conor, 1988), la nutricion y balance energetic0 (Rosas el al., 1995), el 

metabolismo de lipidos (Shin-Ichi el al., 1988), el metabolismo de carbohidratos con especial 

atenci6n en la regulacion de glucosa en la hemolinfa (Santos y Keller, 1993a,b), la proteina en 

plasma (Chan ei al., 1988), el balance hidromineral, 10s latidos del corazon, la aclirnatacion a la 

temperatura, la regeneracion y 10s cambios en la pigrnentacion (Keller y Sedlmeier, 1988; Bray y 

Lawrence, 1992). 

La vitelogenesis es principalmente controlada por la VM (Van-Herp, 1992; 

Fingerman, 1995), la cud actua en la inhibicion de la sintesis de proteinas e inhibe tambien 10s 

receptores para la vitelina en 10s ovocitos (Chang, 1992). La producci6n y secrecion de la VM no 

es continua a traves del aiio, en la parte temprana del desarrollo gonadico la actividad de la VM 

esta ausente y despues de la temporada de desove su actividad comienza a elevarse (Beltz,1988; 

Chang, 1992). En Litopenaeus vannamei, la VM inhibe in situ la sintesis de vitelogenina en el 

ovario (Aguilar el al., 1992). Por otro lado se ha observado la participacion de un factor neuro- 

hormonal que estimula la vitelogenesis, este factor se produce en el cerebro y en el ganglio 

torhcico (Chamiaux-Cotton y Payen, 1988; Fingerman, 1995). Otros experimentos han 

evidenciado que la presencia de la hormona de la muda (20-hidroxiecdisona) tambien es necesaria 

para la sintesis de vitelo (Charniaux-Cotton y Payan, 1988; Van-herp, 1992). Chang (1992) 



menciona que 10s ecdisteroides estan involucrados en el desarrollo del huevo y del embrion en 

algunas especies, sin embargo, en otras sucede diferente. 

En organismos adultos, la sintesis y depositacion de vitelo se lleva a cab0 en 10s 

ovocitos durante la vitelogenesis (Chang y O'Connor, 1983). El vitelo se compone principalmente 

de la lipoproteina llarnada vitelina. En Penaeus semisulcatus (Browdy et al., 1990), Orconectes 

limosus (Van-Herp, l992), Procambarus bouvieri (Aguilar et al., 1992) y Crangon crangon 

(Fingerman, 1995) se han observado dos fientes de vitelina: la primera producida en el reticulo 

endoplasmatico de las celulas foliculares, y la segunda, la vitelina encontrada en la hemolinfa y 

que es sintetizada en el hepatopbcreas (Browdy el al, 1990) y en el tejido adiposo subepitelial 

(Vafopoulou y Steel, 1995). Esta vitelina es obtenida por pinocitosis en 10s ovocitos. Utilizando 

anticuerpos ha sido posible detectar vitelina en el hepatopbcreas. Van-Herp (1992) menciona que 

10s sitios de sintesis de vitelina en crustaceos ha sido un tema de discusion, en particular en 10s 

estudios con camarones de agua dulce y langostas, donde se concluye que la proteina extraoviaica 

es una cantidad muy pequefia en el proceso de formacion del huevo. 

La gonada madura presenta hasta 10 veces mayor cantidad de lipidos con respecto a 

las gonadas inmaduras. Los acilgliceridos son la familia mhs abundante de lipidos y esth 

formados por una molecula de glicerol y una, dos o tres moleculas de acidos grasos. Los 

triglicCridos, son 10s mas abundantes y representan findamentalmente una reserva energetics 

importante, aunque sus hcidos grasos pueden ser utilizados para otros fines Fehninger, 1980; 

Shin-Ichi et al., 1988). Shin-Ichi et al., (1988) y Santos y Kaller (1993a) mencionan que el 

incremento de lipidos en la g6nada proviene del uso de las reservas mas que por un incremento en 

la obtencion directa de la dieta. Los trigliceridos y en general 10s lipidos antes de ser 



transportados a la gonada son almacenados en el hepatopancreas (Chang y O'Connor, 1983). En 

10s huevos de crustaceos, 10s lipidos son importantes como un recurso de energia y constituyentes 

celulares en la embriogenesis y desarrollo temprano de la larva (Shin-Ichi et al., 1988). 

La muda se lleva a cab0 por la accion de una hormona esteroide llarnada 20- 

hidroxiecdisterona (Chang, 1985; Chang y O'Connor, 1988; Wilder y Aida, 1995). Esta hormona 

es producida en el organo Y (OY) situado en la cha ra  branquial de 10s crustaceos (Chang y 

O'Connor, 1988; Chang, 1992). Esta homona se encuentra bajo el control de la MIH producida 

en el OXSG. Cuando se elimina esta hormona ocurre una sintesis y secrecion continua de 20- 

hidroxiecdisterona por el OY, y cuando se inyecta estracto de OXSG la sintesis y secrecion se 

inhiben totalmente (Chang, 1985; Lachaise et al., 1993). Chang (1 989) presenta una recopilacion 

de especies de crustaceos en 10s cuales se ha observado el efecto inhibidor de la MIH sobre la 20- 

hidroxiecdisterona y la muda. 

La MIH actua regulando el ciclo de muda a traves de la inhibicion de la sintesis de 20- 

hidroxiecdisterona y de proteinas, y tambien a c ~ a  en la inhibicion de la captacion de colesterol, el 

cud es el precursor para la sintesis de ecdisterona (Chang, 1989). Con la ablacion disrninuye la 

MIH, se sintetiza 20-hidroxiecdisterona en el OY y aumenta la produccion de proteina, 

disparando asi la premuda y con ello una serie de cambios fisiologicos y metabolicos que 

preparan a1 organismo para desprenderse del exoesqueleto, expanderse con la absorcion de agua y 

endurecer su nuevo exoesqueleto (Chang, 1992). Chan et al. (1 988) caracterizaron 10s estadios de 

muda en P. vannamei, y reportan que la premuda e intemuda duran 53% y 40% respectivamente 

del tiempo total del ciclo de muda. 
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La hormona hiperglucemiante de crustaceos (CHH) se sintetiza, se almacena y es 

secretada por el complejo OXSG. La CHH eleva la concentracion de glucosa en la hemolinfa de 

crustaceos a travds de la estimulacion de la glucogenolisis en hepatopancreas y musculo 

(Sedlmeier, 1985), la inhibicion de la sintesis de glucogeno (Chang y O'Connor, 1983; Sefiani et 

al., 1996). Ademas participa en la secrecion de enzimas digestivas (Keller y Sedlmeier, 1988; 

Liischen et al., 1993;) y promueve tarnbien la glucolisis (Santos y Keller 1993a). Keller y 

Sedlmeier (1988) reportan que en C. maenas el nivel basal de CHH se encuentra entre 0.3~10-lo 

M y 1 XI 0-' M. Sin embargo, bajo condiciones de estres reportan concentraciones de 1.5X1 0-' M 

o mas altas. Los mismos autores reportan que existe CHH fbera del complejo OXSG, 

principalmente en el brgano pericardial. 

La energia libre para realizar el trabajo mecanico en la contraccion muscular, sintesis 

de biomoleculas y transporte activo de iones y moleculas, se almacena en el ATP antes de su 

utilization. Esta energia es obtenida a partir de moleculas tales como la glucosa, 10s aminoacidos 

y 10s acidos grasos (Lehninger, 1980; Stryer, 1988). En general la glucosa es la principal fbente 

para producir energia en forma inmediata en el metabolismo de 10s organismos (Chang y 

O'Connor, 1983). Para la produccibn de energia, la glucosa es oxidada a piruvato en la glucolisis, 

y a partir del piruvato se tienen dos vias: 1) en condiciones aerobias, el piruvato entra en el ciclo 

de 10s hcidos tricarboxilicos donde se recolecta la mayor parte de energia y se produce ATP y 

COz. 2) en condiciones de anaerobiosis, el piruvato entra en la via del acido lactico donde se 

producen ATP y lactato. La via del acido lactico es la ruta principal del catabolismo en el 

musculo de crustaceos (Chang, 1992; Santos y Keller, 1993a). 



Chang y O'Connor (1983) observaron que la via de metabolizacion de la glucosa 

cambia con el ciclo de muda. Durante la intermuda, la glucosa es metabolizada por el ciclo de 10s 

acidos tricarboxilicos y durante la premuda, se reduce la actividad del ciclo de 10s acidos 

tricarboxilicos y la glucosa es tambien metaboliiada por la via del acido Iactico. Chan et al. 

(1988) describieron 10s carnbios en la concentracibn de glucosa plasmatica durante un ciclo de 

muda en P. vannamei, encontrando que las mas altas concentraciones de glucosa ocurren 

durante la intermuda y son menores en la premuda y posmuda. Telford (1975) reporta que en 

Orconectespropinquus, 0. immunis y 0. virilis no hay diferencias significativas entre 10s machos 

y las hembras en las concentraciones de glucosa durante el ciclo de muda. Se han medido las 

concentraciones de glucosa en plasma despues de la ablacion del pedunculo ocular en diferentes 

especies. Los resultados muestran que en Orconectes limosus y Chasrnagnathus granulata 

ocurre una hipoglucemia (Santos et al., 1988; Sarojini et al., 1995), se mantiene sin cambios en C. 

maenas (Ching-ming et al., 1995) y en Penaeus notiales ocurre una hiperglucemia (Rosas et al., 

1993). 

Otra hormona que se pierde con la ablacion del tallo ocular es la hormona 

neurodepresora (NDH), la cual, en condiciones normales mantiene la regulation del ciclo diurno, 

deprimiendo el sistema motor y sensor del organismo (Fingerman, 1995; Rosas et al., 1995; 

Huberman, 1996). En Orconectes Iimosus y Cambarus sp. la ablacion induce hiperactividad 

debido a la falta de NDH (Huberman, 1996). Fingerman (1995) menciona que no se tiene la 

caracterizacion completa de la NDH. Sin embargo, el efecto neurodepresor parece ocurrir en 

todos 10s crustaceos. Asi, la NDH aislada de Cambarus robustus es activa en Procambarus 

bouvieri (Huberman, 1996). 



Con la eliminacion de la NDH se eleva la actividad motora de 10s organismos, con esto 

aumenta el metabolismo de la glucosa por la via del acido lactico, y como concecuencia aumenta 

la concentracion de lactato en la hemolinfa. El lactato permite mantener la regeneracion de NAD+ 

en la reduccion de piruvato, impidiendo que se detenga la gluc6lisis (Stryer, 1988). En crustaceos, 

la energia para la actividad muscular es obtenida principalmente por esta via, por lo que es comun 

encontrar concentraciones altas de lactato en camarones bajo condiciones normales (Rosas et al., 

1993; Santos y Keller, 1993a). Por otro lado, el lactato regula la secrecion de CHH por 

retroalimentacibn positiva en C. maenas (Webster, 1996), y altas concentraciones de glucosa 

inhiben la secrecion de CHH (Keller y Sedlmeier, 1988). 

En general, tras la ablacion se reporta un aumento en la sintesis de proteina (Chang, 

1989). Aumenta la hemocianina en Peleomon adspersus (Hagerman y Webster, 1981 y ), las 

lipoproteinas en Penaeus semisulcatus (Browdy et al., 1990), en Orconectes limosus (Van-Herp 

1992) y en Oniscus asellus (Vapoulou y Steel, 1995), las enzimas que catalizan reacciones 

quimicas (Lehninger, 1980) y en general, todas estas participan en la conservacion de la presion 

osmotica y son una reserva para la regeneracion y crecimiento de tejidos (Chang y O'Connor, 

1983). Con la ablacibn ocurre un increment0 en el consumo de 0, en las hembras (Rosas et al., 

1992) principalmente por un aumento en la actividad muscular y del hepatopslncreas (Chang y 

O'Connor, 1983; Rosas et al., 1993). El aumento en la dernanda de 0, produce un aumento en la 

concentracion de hemocianina en el plasma (Van-Aardt y Wolmarans, 1987). 

En crustaceos durante la fase de intermuda, la hemocianina representa hasta el 95% 

del total de las proteinas en el plasma. Chan et al. (1988) observaron 10s cambios en la 

concentraci6n de proteina en el plasma de L.vannamei durante un ciclo de muda. Las menores 



concentraciones de proteina se observaron durante la posmuda y la mayor concentracion ocurre 

en la premuda. Es tambien en la premuda donde se observa un aumento en la cantidad de enzimas 

que se sintetizan para Ti?,..- quitina d c3 ' .  ! , ; compuestos proteicos que se almacenan 

en el plasma y el tract0 cligestivo (Chang, 1985; Lachaise et al., 1993). 

Los crustaceos son incapaces de sintetizar colesterol, este compuesto debe ser 

obtenido directamente del aliment0 (Shin-Ichi et al., 1988). Dall y Moriarty (1983) reportan que 

se requiere por lo menos un 0.5 % de colesterol en la dieta para obtener buenos resultados en el 

crecimiento. El colesterol en crustaceos es utilizado principalmente en el epitelio del tracto 

digestive cumpliendo hnciones de permeabilidad, tambien recubre 10s axones nerviosos y es el 

precursor de las hormonas esteroides producidas en el OY (Chang y O'Connor, 1988; Muramoto, 

1988). Tambien este compuesto se almacena en 10s huevos de camarones Penaeidos y es 

importante en su desanollo (Shin-Ichi et al., 1988). 

A1 igual que otros invertebrados, el camaron posee un sistema inmunologico que le 

permite mantener su integridad biologics. En vertebrados, este sistema que distingue lo que es 

propio y lo que es extraiio (Warr, 1981; Johansson y Soderhiill, 1989), no es un sistema 

authorno. Este sistema esta conectado a1 sistema nervioso y a1 sistema endocrino constituyendo 

un multisistema (Jankovic, 1994; Panerai, 1994). En invertebrados no se conocen las relaciones 

hncionales entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmune. 

El sistema inmunolbgico de crustaceos se compone de elementos celulares y humorales. 

Ashida y Soderhlll (1984) y Smith y Soderhiill (1991) describieron dos poblaciones 

morfologicamente diferenciables en 10s elementos celulares de la hemolinfa de crustaceos: 

hemocitos hialinos y hemocitos granulares, estos ultimos se dividen en semigranulares, con 



grhulos pequefios (0.4 pm) y granulares, con grhulos grandes (0.8 pm) (Vargas-Albores, 1995). 

Los hemocitos hialinos son tipicamente fagociticos y participan en la coagulation. Los hemocitos 

semigranulares son 10s mas sensitivos ante la presencia de material no propio (Johanson y 

Soderhilll, 1989), estos son 10s unicos que comienzan la encapsulaci6n, aparentemente en forma 

no especifica y tambien tienen capacidad fagocitica (Sdderhal et al., 1986; Johanson y Soderhdl, 

1989). Los hemocitos granulares apoyan la encapsulacion y la formacion de n6dulos (Soderhdl et 

al., 1986). Moullac et al. (1997) describieron las variaciones en el numero de hemocitos, durante 

un ciclo de muda en Penaeus stylirostris. Ellos encontraron un numero de hemocitos 

significativamente mayor durante la etapa de intermuda con respecto a la premuda y posmuda. 

En crustaceos, la defensa del hospedero contra microorganismos invasores, se inicia con 

un sistema de fagocitosis no inducible. Como resultado de esta fagocitosis se estimulan 10s 

hemocitos aledaiios y se activan elementos del sistema de defensa humoral. El sistema humoral se 

compone de moleculas (Lam et al., 1993). Entre las molCculas mas importantes, se encuentran las 

enzimas del sistema profenoloxidasa (pFO) (Soderhdl y Smith, 1986; Soderhall et al., 1986; Lanz 

et nl., 1993). La exocitosis del sistema pFO se produce en presencia de componentes de la pared 

celular de microorganismos como lipopolisaciridos (LPS) de bacterias gram negativas, 

peptidoglucanos (PG) de bacterias gram positivas y R-glucanos (RG) de hongos (Ashida, 1990; 

Aspan et al., 1990; Vargas-Albores, 1995). En artropodos se ha encontrado que existen 

moleculas proteicas que reconocen estos componentes de la pared celular de microorganismos. 

Hasta la fecha se han descrito las proteinas de uni6n a LPS (LPSBP) en 10s carnarones P. 

cnl~orniensis (Vargas-Albores el al., 1993) y Pac!fastacus lenir~scrrlr~s (Kopacek et al., 1993), a 

PG (PGBP) en el insect0 Bombyx mori (Ashida, 1990) y a PG (PGBP) en Pacgastacus 



lenizrsculz~s (Johanson y Soderhdl, 1989). Estas molCculas de unibn, presentan dos sitios de union 

a compuesto diferentes, mientras uno reconoce componentes de la pared celular de 10s 

microorganismos, el otro reconoce receptores de membrana en hemocitos fagociticos (Olafsen, 

1988). En su acci6n las celulas fagociticas se lisan y secretan pFO, esto estimula la secreci6n del 

sistema pFO de 10s hemocitos granulares y semigranulares aledafios (Soderhtiil et al., 1986; Lanz 

et al., 1993; Vargas-Albores et al., 1 993). 

En diferentes especies, P. califoniensis (Vargas-Albores, 1995), Astacus astacus y 

Pasfastacws leniusculus (Smith y SGderhiill, 1983; Johanson y SGderhiill, 1989; Asph et al., 

1990), el sistema pFO se caracteriza por la presencia de la proenzima pFO dentro de 10s grhulos 

de 10s hemocitos granulares y semigranulares, a diferencia de lo que ocurre en algunos insectos 

como Bombyx mori donde el sistema se encuentra en el plasma (Soderhall et al., 1986). 

En crustaceos, la pFO en la hemolinfa, es convertida a su forma activa (FO) por la enzima 

activadora de la pFO activada (EApFO) (Johansson y Soderhall, 1989; Lam et al., 1993). Esta 

EApFO se encuentra tambien en forma inactiva (pEApFO) en el interior de 10s granulos. 

Johansson y Sdderhdl(1989) mencionan que la activacion de la pEApFO es apoyada por LPSBP, 

PGBP y PGBP activadas. Ashida y Sbderhllll(1984) observaron que en Astacus astacus el Ca++ 

esta involucrado en esta activacion y Gollas-Galvh et al. (1 997) demostraron que en el camar6n 

cafe P. californiensis el Ca++ es necesario para la activacion de la pEApFO. 

Una vez convertida la pFO en FO en el plasma, se aumenta el efecto del 

reconocimiento y la actividad celular se intensifica (Soderhall y Smith, 1984; Soderhdl et al., 

1986; Johanson y SGderhdl, 1989), se acelera la fagocitosis (Smith y Soderhiill, 1 983), se induce 

la formacion de nodulos y capsulas (Soderhdl et al., 1984), se producen sustancias hngistaticas a 



traves del proceso de melanizacion (Johanson y Soderhiill, 1989; Vargas-Albores, 1995) y se 

incrementa la aglutinacion de 10s cuerpos extrafios (Ratcliffe et al., 1982; Johanson y Sijderhdl, 

1989). Moullac et al. (1997) midieron la actividad de la FO en hemocitos de P. stylirostris a 

traves de un ciclo de muda, ellos observaron que la mayor actividad de la FO con respecto a1 

numero de hemocitos ocurre en la intermuda y es menor durante la premuda y posmuda. 

Una ves activado el sistema pFO, la eliminacion del patogeno es dependiente del 

tiempo. Sin embargo cuando el patogeno ha sido destruido, el sistema pFO debe set detenido. El 

modelo mas estudiado para tratar de explicar el control del sistema pFO es la inhibicibn de la 

pEApFO mediada por proteolisis. Asph et al. (1990) describieron el efecto de proteinasas 

endogenas inhibidoras del sistema de la pFO en Pacifastacus leniusculus. Estas proteasas son un 

inhibidor de enzimas tipo tripsina de 155 kDa y una a-macroglobulina de 190 kDa. Las dos 

moleculas inhiben la proteasa activadora de la pFO. 



La creciente demanda de camarh en el mundo ha fomentado la creacihn de centros de 

produccion de estos crustaceos. En Mexico el cult~vu de Penaeus vannamei ha tenido un 

desarrollo importante (Vargas-Albores, 1995). Como parte de este desarrollo, se han realizado 

una serie de experimentos dirigidos a entender su biologia reproductiva para definir mejores 

condiciones en el cultivo. Debido a las fluctuaciones y disrninucion en las capturas de productos 

comerciales en todo el mundo, la importancia de las t h i c a s  aplicadas en acuacultura se han 

incrementado (Chang, 1992). Sin embargo, no ha sido posible lograr producciones continuas 

porque existen problemas en 10s laboratorios de produccion de larvas que tienen que ver con 

enfermedades de origen microbiano. 

Uno de 10s principales objetivos en el cultivo de camaron es la produccion de larvas. En este 

campo, ha tomado especial interes la posibilidad de obtener la mayor cantidad de larvas en el 

menor tiempo. Por esta razon se han buscado estrategias para lograr que las hembras maduren 

rapidamente. La estrategia utilizada con mayor exito es la ablacion del tallo ocular, la cud es 

utilizada en la mayoria de 10s laboratorios de produccidn de larvas de Penaeus vannamei (Bray y 

Lawrence, 1992; Gendrop-Funes y Valenzuela-Espinoza, 1995). Sin embargo, ademas del 

proceso de maduracion en la gonada, se sabe de una serie de cambios fisiologicos y metabolicos 

que son estimulados por la ablacion, entre otros se ha observado una disminucion en el period0 

del ciclo de muda (Santos y Keller, 1993b), una alteracion en el metabolismo energetic0 (Rosas et 

al., 1993), una hiperactividad (Bray y Lawrence, 1992) y una alteracion en el metabolismo de 

lipidos (Shin-Ichi et al., 1988). 



El sistema pFO, el cud tiene como principal hncion la prevencion de enfermedades 

en el camaron, juega un papel importante en el exito de la produccion (Johanson y Soderhdl, 

1989). A1 momento no se conoce la relacion que existe entre el sistema neuroendocrino complejo 

OXSG y el sistema inmune en camaron. Se tiene ya una metodologia para la medicion de la 

enzima pFO (Lanz et al., 1993; Hernbdez-Lopez, 1996). A1 momento, la FO ha sido medida a 

traves del ciclo de muda (Moullac et al., 1997). La influencia de la ablaci6n sobre 6ste sistema no 

ha sido evaluada como en otros componentes del metabolismo, por lo que en este trabajo se 

estudia la influencia de la ablacion del pedunculo ocular, sobre la actividad total de las enzimas del 

sistema pFO. Ademas, se pretende aportar mas informacion sobre el metabolismo a1 analiiar el 

efecto de la ablacion unilateral y bilateral en las concentraciones de glucosa, el lactato, el 

colesterol, 10s trigliceridos, y la proteina total en el plasma del camaron. Lo anterior permitira 

conocer las consecuencias de la ablacion del tallo ocular en algunos aspectos del metabolismo y 

sobre el sistema inmunologico en el camaron blanco L.vannamei. Las posibles alteraciones en el 

metabolismo y en el sistema profenoloxidasa, debidas a la ablacion del pedunculo ocular, 

requieren de estudios que expliquen 10s procesos de regulacion con fines de encontrar formas para 

una mejor manipulation en 10s sistemas de produccion. 



Objetivo 

Analizar el efecto de la ablacion del tallo ocular sobre algunas variables metabolicas y el 

sistema profenoloxidasa del camaron blanco Penaeus vamamei. 

Objetivos Particulares. 

1. Analizar en ambos sexos, la influencia de la ablacion unilateral y bilateral sobre las 

concentraciones de proteina plasmatica, colesterol, trigliceridos, glucosa y lactato. 

2. Analizar en ambos sexos, la influencia de la ablacion unilateral y bilateral del tallo ocular 

sobre la actividad total de !a profenoloxidasa celular y plasmatica, fenoloxidasa plasmatica y el 

numero de hemocitos totales. 
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Materiales y mCtodo 

ANIMALES: TRASLADO Y MANTENIMIENTO 

Cien camarones (Litopenaeus vannamei) de la misma cohorte con un promedio de 14 

g heron obtenidos de 10s estanques de marea del Centro de Investigaciones Biologicas del 

Noroeste (CIBNOR). Los camarones heron transportados a 23 OC en 2 hieleras de 40 litros a la 

Unidad Piloto de Maricultura (UPIMA) ubicada en el Centro Interdisciplinario de Ciencias 

Marinas (CICIMAR). Los camarones heron colocados en tanques circulares con fondo plano de 

1.5 m de d i h e t r o  por 80 cm de prohndidad. El sistema de cultivo utilizado h e  un sistema 

cerrado que proporciono un recarnbio de mhs de 400 % cada 24 h. La temperatura se control6 a 

23.5 * 1 OC. Los camarones se alimentaron con peletizado de PIASA (Proteina 40%, minimo de 

grasas 7 %, mkimo de fibras 3 %, maxima humedad 12 %, mhximo de cenizas 1 1  %) en 

raciones del 5 % en relacion a su biomasa por las mailanas y con calarnar fiesco en un 20 % de la 

biomasa por las noches. El fondo de cada tanque se aspirb diariamente por las mafianas para 

retirar el aliment0 no consumido y el material d i d o  de desecho. Se mantuvieron en condiciones 

naturales de fotoperiodo. La mortalidad h e  registrada en cada uno de 10s grupos. 

MARCADO Y RECONOCIMIENTO DE LOS ORGANISMOS 

Para conocer el estadio de muda, 10s animales se mantuvieron en 10s tanques de 

cultivo durante un ciclo de muda previo al tratamiento, permitiendo asi la aclimatacion de 10s 

organismos. En este period0 se realizo el marcado de 10s organismos mediante cortes en 10s 

cuatro uropodos. Con este marcaje, se identificaron 16 organismos por tanque, la marca 



permanecio tanto en la muda como en el organismo, lo que permiti6 seguir el ciclo de muda 

cornpleto de cada organismo y establecer el estado de intennuda. 

ABLACI~N DEL PEDUNCULO OCULAR 

Dos dias despues de la muda se efectuo la ablacion. Se realizo un tratamiento de 

ablacion del pedunculo ocular con tres niveles: ablacion unilateral (ojo izquierdo), bilateral (10s 

dos ojos) y 10s organismos controles (sin ablacion). Se ablacion6 bilateralmente el doble de 

organismos tomando en cuenta la mortalidad esperada. La ablaci6n se realiz6 dentro del agua por 

corte con tijeras en la base del tallo, despues se mantuvo la presion con 10s dedos durante 10 

segundos en la base del tallo para evitar desangrado y facilitar la coagulacion. Los organismos se 

mantuvieron en las condiciones ya descritas. 

OBTENCION DE HEMOLINFA 

La -toma de hemolinfa se realizo 5 dias despues de la ablacion, en el period0 de 

intermuda. La muestra se torno en ayunas entre las 8:00 y 9:00 a.m. para evitar diferencias 

debidas a1 ciclo circardiano (Kallen et al., 1990). La hemolinfa h e  extraida con jeringas para 

insulina (27G x 13 rnrn) de la parte ventral que comprende el primer segment0 de 10s pleopodos, 

ligeramente anterior a1 poro genital. La jeringa se cargo con una solucion isotonica para camarb 

y EDTA como anticoagulante (SIC- EDTA, Na,) (NaCl450 mM, KC1 10 mM, Hepes 10 mM + 

EDTA, Na, 10 mM pH 7.3, 850 mOsmkg) previamente enfiiado a 4 "C (Vargas-Albores et al., 

1993) en una proporcion 2: 1 (2 volumenes de SIC-EDTA por cada volumen extraido de 

hemolinfa). La secuencia para las mediciones se muestra en la figura 1.  





El conteo de hemocitos se realizo por medio de una camara de Neubauer con una reticula de 

0.01 mm. Se tomaron 50 p1 de hemolinfa y se diluyeron 1: 10 en SIC. A partir de esta dilucion se 

realizaron 2 conteos en el microscopio. Para separar 10s hemocitos del plasma, se centrihgo a 

3000 g por 3 min. Se separo el plasma del paquete celular. Las celulas se lavaron con 1 ml de SIC 

y se centrihgo a 3000 g por 3 min. Se adicionaron 500 p1 de cacodilato de sodio 10 mM a pH 7 

y se centrihgo a 5000 g por 5 min para romper las celulas y obtener el contenido celular. El 

contenido celular y el plasma se mantuvieron en hielo para 10s analisis de pFO y FO. Para la 

medicion de metabolitos, el plasma se mantuvo a -20 OC por no mas de 10 dias. 

MEDICI~N DE FENOLOXIDASA Y PROFENOLOXIDASA. 

La medicion de la actividad total de la pFO y la FO se realiizo con la tecnica descrita por 

Hernandez-Lopez et al. (1996). La actividad de la FO presente en el plasma se midi6 

espectrofotemetricamente por la formacion de dopacromo a partir de L-dihidroxifenilalanina (L- 

Dopa) de acuerdo con Leonard et al. (1985). A 50 pl de muestra, se le adicionaron 50 pl de 

cacodilato buffer 10 mM a pH 7 y 50 pl de L-Dopa (3 mg/ml en agua destilada). Se incub6 

durante 10 min a 25 OC, despues se adicionaron 800 pl de cacodilato buffer y se ley6 la 

absorbancia a 492 nm. En todos 10s ensayos se utilizo cacodilato como control negativo. La pFO 

se determino activando previarnente con tripsina (O.lmg/ml en agua destilada) para convertirla en 

FO. La actividad de la FO activada se midi6 como se describio previamente. La actividad total 

esta expresada como el cambio en la absorbancia a 492 nrn x min x ml de hemolinfa obtenida. 



La cantidad de pFO disponible en la muestra se calculo de la siguiente forma: 

FO + FO activada con tripsina = FO total 

FO total - FO = pFO 

MEDICION DE METABOLITOS 

Las concentraciones de metabolitos se midieron utilizando Kits enzimhticos 

comerciales de Merk y Sigma, y una adaptacion para microplaca descrita por Jorge Soto (Tesis de 

licenciatura en proceso). La tabla 1 muestra el metodo para la medicion 

Tabla 1. Metodo empleado para medir 10s metabolitos en microplaca 

Trigliceridos Colesterol Glucosa Lactato Proteina 

Muestra (pl) 10 20 10 50 10 

Reactivo (pl) 200 200 200 200 200 

T (OC) 24 24 24 24 24 

Incubacion (min) 10 10 3 0 10 10 

Absorbancia (nm) 492 492 492 560 560 

El kit utilizado para medir trigliceridos, lisa por medio de lipasas hasta glicerol y 

acidos grasos. El glicerol + ATP y glicerocinasa forma L-a-glicerol-3-fosfato + ADP 

L-a-glicerol-3-fosfato + 0 2  y glicerol-3-fosfato oxidasa, forma Dihidroxiacetonafosfato + H202 

Hz02 + 2-Clorofenol + 4-aminoantipirina, forma 4-(0-benzoquinonamonoimina) fanezona + 

2H20 + HCL. 

La intensidad del color desarrollado a 492 nrn, es directamente proporcional a la concentracion de 

trigliceridos en la muestra. 



El kit para medir el colesterol, separa el colesterol y sus esteres de las lipoproteinas 

por medio de detergentes. La colesterol-esterasa hidroliza 10s esteres. En presencia de colesterol- 

oxidasa hay una oxidacion enzimatica en la cual se forma H202. El Hz02 reacciona con el 4- 

aminoantipirina y fenol en presencia de una peroxidasa para formar una quinoneimia coloreada 

que se detecta a 492 nm. 

El kit para medir la glucosa, oxida la glucosa con la glucosa-oxidasa liberando H202. 

El Hz02 reacciona con el 4-aminoantipirina y fenol en presencia de una peroxidasa para formar 

una quinoneimia coloreada que se detecta a 492 nm. 

El kit para medir kido lictico, convierte el ac. lactico en piruvato y H202 la accibn 

de la lactato-oxidasa. En presencia de una peroxidasa hay una condensacion de un precursor 

crombgeno y se produce color. La intensidad del color medida a 560nm es directamente 

proporcional a la concentracion del ac. lactico en la muestra. 

Para proteina total se utilizo la tknica de Bradford (1976), la cud se basa en la union 

del colorante comassie azul brillante G-250 a las proteinas, el cud se mide 

espectrofotometricamente a 560 nm. El plasma se diluyo 1500 en SIC para obtener una 

concentracibn dentro del interval0 de sensibilidad del metodo. Se utilizo albumina bovina como 

estandar. Las tCcnicas heron estandarizadas para una concentracion de sal de 450 mM y un 

lector para microplaca tipo ELISA (Labsystem Uniskan) (Jorge Soto, tesis en proceso). 

Todas las mediciones se realizaron utilizando una solucion patron, de tal forma que 

[concentracion patron] 
[concentracion problema] = Abs. muestra X ............................ 

Abs. patrbn 



ANALISIS ESTAD~STICO 

Se realizb un anilisis de normalidad y de homogeneidad de la varianza a cada una de 

las variables. Debido a que 10s datos no presentan una distribucion normal las concentraciones de 

lactato heron cornparadas por la prueba no pararnetrica de Kruskal-Wallis (Steel y Tome, 1997). 

Se aplico una anilisis de varianza bifactorial a todas las demas variables con el tratamiento y sexo 

como factores. Se utilizo la prueba Pos-hoc de Tukey para comparar medias y detectar las 

diferencias significativas en el ciclo de muda, las concentraciones de glucosa, trigliceridos 

colesterol, Numero de hemocitos, pFO y FO. Debido a que la prueba de Tukey no encontro las 

diferencias significativas en las concentraciones de proteina se utiliz6 la prueba de la'diferencia 

minima significativa (DMS) (Steel y Torrie, 1997).. Para realizar 10s analisis, se utiliio el paquete 

Statistics Version 4.5. Statsoft Inc, 1993 con un a=0.05, 
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Se detect6 una interaccion significativa (p < 0.05) en las concentraciones de trigliceridos 

en el plasma de juveniles de Litopenaeus vannamei. En el plasma de las hembras ablacionadas 

unilateralmente, se detect6 significativamente menor concentracion de trigliceridos con respecto a 

las hembras controles. La concentracibn de triglicbridos en las hembras ablacionadas 

bilateralmente no son significativamente diferentes de las hembras controles y ablacionadas 

unilateralmente. En 10s machos, no se detectaron diferencias significativas en la concentracibn de 

trigliceridos (fig. 3a). Por otro lado, no se detectaron diferencias signifkativas ni por el 

tratamiento ni por 10s sexos en las concentraciones de colesterol (fig. 3b) 

Se detect6 una interaccion significativa (p < 0.05) en las concentraciones de glucosa en el 

plasma de juveniles de Litopenaeus vannamei. Se detect6 una concentracion plasmatica de 

glucosa significativamente mayor (p < 0.05) en 10s machos ablacionados unilateralmente con 

respecto a 10s machos ablacionados bilateralmente y controles. No se detect6 diferencia 

significativa entre 10s machos controles y 10s machos ablacionados bilateralmente. En las hembras 

con ambos t i p s  de ablacibn las concentraciones de glucosa heron significativamente menores 

con respecto a 10s controles (fig. 4a). 

Se detectaron diferencias significativas (P < 0.001) en las concentraciones de lactato 

debidas al tratamiento. El analisis de las medias globales (hembras y machos) muestran que 10s 

organismos ablacionados unilateralmente tuvieron concentraciones significativamente mayores de 

lactato con respecto a 10s organismos ablacionados bilateralmente. Se detect6 que la 

concentracion promedio de 10s tres grupos de hembras (6.32 * 1.2mgIdl) es significativamente . 

mbs alta (P < 0.001) que la de 10s machos (3.54 f 0.51 mg/dl) (fig. 4b). 



Se detect0 una interaccion significativa (p < 0.02) en las concentraciones de proteina en el 

plasma de juveniles de Litopenaeus vannamei. Los resultados muestran significativamente 

mayores concentraciones de proteina plasmatica en hembras ablacionadas unilateralmente con 

respecto a las hembras controles. Por el contrario, existe significativamente menores 

concentraciones de proteina plasmatica en machos ablacionados unilateralmente con respecto a 

10s machos controles (fig. 5). 

No se detectaron diferencias significativas ni por el tratamiento ni por 10s sexos en el 

numero de hemocitos totales (fig. 6a). Con respecto a la actividad total (Abs./minhnl de 

hemolinfa) de la pFO celular, el promedio de 10s tres grupos de machos (0.057 * '0.009) es 

significativamente mas alta (p < 0.05) que la actividad total promedio de las hembras (0.044 * 
0.009) (fig. 6b). No se detectaron diferencias significativas debidas a1 tratarniento. 

Se observo un efecto significative del tratamiento (p < 0.05) sobre la pFO plasmatica, 

per0 no del sexo. La comparacion de medias globales (machos y hembras) muestran una 

diferencia significativa entre 10s organismos controles y 10s ablacionados bilateralmente. Los 

organismos ablacionados unilateralmente presentaron valores intermedios que no heron 

significativamente diferentes de 10s controles y 10s ablacionados bilateralmente (fig 7a). Con 

respecto a la FO, se observo una diferencia significativa debida a1 tratamiento (p < 0.01). El 

analisis de medias globales (machos y hembras) muestran una diferencia significativa entre 10s 

organismos ablacionados unilateralmente y 10s ablacionados bilateralmente. No se detectaron 

diferencias significativas entre la actividad de la FO en ambos sexos controles con respecto a 10s 

ablacionados (fig. 7b). 















Discusion 

La ablacion del pedunculo ocular es la prhctica mas comun para acelerar el desarrollo 

de la gonada femenina en , :ron hl:i! x s  L lmei (. .,.,:lar et al., 1992). Sin 

embargo, ademas de acelerar el desarrollo de La gonau,, 10s numerosos procesos que 

mantienen el estado de homeostasis en el desarrollo normal del camaron se alteran con la 

ablacion. 

En este trabajo se obsewaron dos periodos principales de mortalidad: el primer0 

ocurrib dentro de las 4 hrs despues de la ablacion, y el segundo ocurri6 en la ecdisis siguiente a 

la ablacion. Las muertes ocurridas en esta etapa sugieren que por el descontrol hormonal, la 

muda no se realizo correctamente y 10s animales murieron. Chang (1989) menciona que la 

ablacion es un proceso traumatic0 por el corte del pedunculo ocula. Se menciona tambien que 

despues de la ablacion ocurre un proceso de desbalance hormonal (Beltz. 1988; Chang 1992; 

Fingerman 1995). Aunque no sucede siempre la practica de la ablacion del pedunculo ocular 

produce mortalidades de organismos (Bray y Lawrence, 1992). 

Chan et al. (1988) reportan que en el ciclo de muda de L.vannamei, la premuda dura 

aproximadamente 53% y la intermuda aproximadamente el 40% del total del ciclo. Tornando 

en cuenta esta referencia, en 10s organismos controles se obsewo un ciclo de muda con un 

periodo de 24 dias, de 10s cuales la premuda duro aproximadamente 12.7 dias, la posmuda 1.5 

dias y la intermuda 9.6 dias. En ambos sexos se detect6 un decrement0 en la duracion del ciclo 

de muda despues de ser ablacionados. No se obsewaron diferencias significativas entre 10s 

sexos, presentando arnbos grupos ablacionados unilateralmente un promedio de 14 dias y 

ambos grupos ablacionados bilateralmente un promedio de 10 dias. La disminucibn en el 



tiempo del ciclo de muda concuerda con 10s resultados obtenidos en L.stylirostris y P. 

setifems (Robertson et al., 1987). Chang y O'Connor (1988) y Lachaise et al. (1993) reportan 

que la eliminacion de la MM permite la sintesis y secrecion de 20-hidroxiecdisterona, 

promoviendo asi un aceleramiento del ciclo de muda. Los cambios significativos en cada uno 

de 10s grupos ablacionados, sugieren que la disminucion en 10s tiempos del ciclo de muda en 

10s organismos bilaterales es debido a la total eliminacion de la MlH, mientras que en 

organismos unilaterales existe MIH, la cual tiene un control parcial sobre la sintesis de 20- 

hidroxiecdisterona y sobre la muda (Shin-Ichi et al., 1988). 

La concentracion de colesterol no mostro variation significativa ni entre 10s sexos ni 

por el tratarniento. La produccion de 20-hidroxiecdisterona requiere del colesterol. Debido al 

aceleramiento del ciclo de muda observado en nuestro experimento, existe una mayor 

produccion de 20-hidroxiecdisterona. Sin embargo, aunque esta produccion se llevo a cabo, la 

captacion de colesterol para esta produccion no afecto las concentraciones en la hemolinfa. La 

cantidad de colesterol captada para la sintesis de 20-hidroxiecdisterona en el OY (pgtml), no 

es una cantidad significativa con respecto a1 total de colesterol en el plasma (mghl) (Chang, 

1985; Chang y O'Connor, 1988). Es necesario utilizar tecnicas m b  sensibles para la medicion 

de colesterol a estos niveles y a niveles de la utilization de estos compuestos en estructuras 

celulares. A1 parecer el colesterol es abundante en el aliment0 que consumen 10s camarones y 

es suficiente para cubrir esta demanda en juveniles bajo condiciones de ablacion. 

Los cambios metabolicos que ocurren en organismos adultos con la ablacion unilateral, 

estan relacionados con la reproduccion (Charniaux-Cotton y Payen, 1988; Fingerman, 1995). 

En Penaeus japonicus se ha observado una acumulacion de reservas (lipidos y carbohidratos) 



en el hepatopancreas y musculo durante la primera fase del desarrollo gonidico (Shin-Ichi et 

al., 1988). En Crangon crangon se observa una sintesis de lipoproteinas y su transporte a la 

gonada (Spaargaren y Haefher Jr., 1994). La disminucion de la VM en la hemolinfa, 10s 

ecdisteroides secretados por el OY y las hormonas estimulantes de la viteloghesis producidas 

en el cerebro y ganglio toracico, disparan el proceso de reproduccion despues de la ablacion en 

las hembras (Charniaux-Cotton y Payan, 1988; Fingerman, 1995). La baja concentracion de 

triglickridos en hembras ablacionadas unilateralmente, puede ocumr por una serie de eventos 

que no son claros por el hecho de que no se midib su sintesis o su utilizacibn en otros tejidos 

como el hepatopancreas o en la gonada, si esta estaba presente. La medicion de su sintesis o su 

utilizacibn en estos organos, nos permitiria conocer si bajo estas circunstancias, 10s 

trigliceridos son almacenados, utilizados como constituyentes celulares o utilizados en la 

obtencion de energia. 

Con la ablacion del pedunculo ocular se elimina la hormona neurodepresora (NDH), 

por lo que el organismo es sometido a una mayor actividad. En 10s organismos ablacionados 

unilateralmente se observo una movilidad continua en el fondo de 10s tanques, 10s organismos 

bilaterales mostraron ciclos de mayor movimiento en la superficie de 10s tanques y en 10s 

controles se observb un ciclo normal con actividad por las noches y poca actividad en el dia. 

Por otro lado, se detect6 que en ambos sexos ablacionados unilateralrnente hay mayor 

concentracion de lactato con respecto a 10s organismos ablacionados bilateralmente. Esto nos 

sugiere que machos y hembras ablacionados unilateralmente, obtienen mayor cantidad de 

energia por la via anaerobia posiblemente debido a la actividad muscular. La baja 

concentracion de lactato en 10s organismos bilaterales es posible que ocurra porque se reprime 



la fbente principal de CHH la cual controla la movilizacion de glucosa.. En Chasmagnaths 

granulata (Schrnitt y Santos, 1993; Santos et al., 1997) y C. maenas (Santos y Keller, 1993a) 

se ha observado que el lactato es un fberte promotor de la secrecion de CHH, y por ende de la 

movilizacion de glucosa (Liischen et al., 1993; Santos y Keller., 1993a). Por otro lado, 

tambien se observo una mayor produccion promedio de lactato en el plasma de las hembras 

ablacionadas y controles con respecto a 10s machos, indicando que las hembras obtienen mayor 

cantidad de energia por la via anaerobia, posiblemente porque las hembras ablacionadas 

mantienen mayor actividad muscular, o son mas susceptibles a1 estres, o incluso, obtienen 

mayor energia por esta via para satisfacer la demanda de energia durante la reproduccion. 

Rosas et al. (1993) reporta que despues de la ablacion en hembras, aumenta el ritmo 

respiratorio y la energia fisiologicamente utilizable, esto puede significar una mayor oxidacibn 

de la glucosa para obtener energia. La hiperglucemia en machos e hipoglucemia en hembras 

observados, tienen relacion con 10s resyltados obtenidos en P. notialis (Rosas et al., 1993). En 

machos ablacionados, no hay un aumento en 10s requerimientos de energia. Ellos concluyen en 

que estas diferencias pueden ser debidas a la reproduccion. La ablacion induce la maduracion 

gonadica en las hembras, en machos la information ha sido inconsistente. Segh Chang (1992), 

existe una espermatogenesis precoz con la ablacion del tallo ocular en machos. Gendrop-Funes 

y Valenzuela-Espinoza (1995) mencionan que en L.vannamei ocurre un aumento en el numero 

de espermas en 10s machos ablacionados. A1 parecer estos eventos no son tan demandantes del 

consumo de energia como la reproduccion en hembras (Rosas et al., 1993). 

La hiperglucemia observada en machos juveniles de L.vannamei despues de la ablacion 

unilateral, sugiere que existen elementos que promueven un aumento en 10s niveles de glucosa 



en el plasma. La hiperglucemia esta controlada por la CHH, y la CHH es controlada por 

factores externos como la temperatura, la luz, el aliment0 (Chang, 1989) y factores internos 

como el lactato (Santos y Keller, 1993a) y las monoaminas serotonina, dopamina, epinefiina y 

norepinefiina (Liischen et al., 1993; Kuo et al., 1995). Sin embargo, sobre las monoaminas no 

se sabe su comportamiento despues de la ablacion y no se ha concretado sobre sus efectos 

colaterales y otras hnciones en el organismo (Kuo et al., 1995). Santos y Keller (1993a) 

reportan que en Orconectes limosus durante periodos de anoxia, la CHH aumenta 

drasticamente sin una elevacion de la glucosa plasmatica. Los autores sugieren que la glucosa 

en el plasma es rhpidamente consumida, de tal manera que se previene una elevacibn en la 

concentracion. A1 parecer, en este trabajo la glucosa en el plasma de. hembras unilaterales, 

promovida por la alta concentracion de lactato, h e  consumida por varios factores: la demanda 

de energia requerida para movimiento muscular como se observo en Crangon crangon (Chang 

y OYConnor, 1983), en la reproduccion en Penaeus setiferus (Rosas et al., 1995) y en la muda 

en Astacus leptaibctilus (Chang, 1989). El monto de glucosa que se consume por la via del 

hcido lactic0 para producir la misma cantidad de energia, es 18 veces mas alto que en la via 

aerobia (Lehninger, 1980). Existen tambien indicios de que en la reproduccion tras la ablacion 

del pedunculo ocular, se sintetizan lipidos en el hepatopancreas de hembras a partir de glucosa 

(Chang y O'Comor, 1988). El aumento en la concentracion de glucosa en el plasma de 

machos unilaterales es debido a que no hay una alta demanda de este metabolito energetic0 

como en las hembras. 

La eliminacion parcial del complejo OXSG (ablacion unilateral) dispara procesos 

importantes en hembras, y a la vez con el OXSG que queda, es posible apoyar energeticamente 



con la accion de promotores de la CHH como el lactato. En 10s bilaterales no existe OXSG 

alguno, y aunque existan factores activadores de la CHH, el proceso de hiperglucernia no tiene 

lugar por esa via. Sin embargo, Luschen et al. (1993) reportan que la serotonina, epinefrina, 

norepinefrina y octopamina elevan la concentracion de glucosa en la hemolinfa de Carcinus 

maenas sin promover la CHH. Es posible que en organismos ablacionados bilateralmente se de 

el control de la glucosa por alguno de estos compuestos. 

Se observo una interaccion significativa en la concentracion de proteina total en plasma, lo 

cud significa una diferencia en el metabolismo de las proteinas entre machos y hembras. Despues 

de la ablacion unilateral se detect0 significativamente mayor concentracion de proteina en el 

plasma de hembras ablacionadas unilateralmente y significativamente menores en el plasma de 

machos unilaterales con respecto a 10s controles. Esta diferencia puede ser por la produccion de 

proteinas especificas como hemocianina o vitelogenina en hemolinfa, hepatopancreas, tejido 

adiposo o gonadas. Browdy et al. (1990) y Van-Herp (1992) reportan que despues de la ablacion, 

aumenta la capacidad para obtener mayores cantidades de aminoacidos a partir del aliment0 y 

aumenta tambien la capacidad para sintetizar lipoproteinas. Quackenbush (1989) y Browdy et al. 

(1990) mencionan que con la ablacion del tallo ocular en adultos de L.vannamei se promueve la 

sintesis de vitelogenina, en el ovario, en el tejido subepitelial adiposo y en el hepatopancreas. Sin 

embargo, 10s niveles encontrados de vitelogenina en la hemolinfa son del orden de pglml (Shafir 

et al., 1992), rnientras que las proteinas totales se encuentran en mglrnl. Wilder (1995) reporta 

que la ablacion de juveniles de Macrobrachium rosenbergzi resulta en la produccion de vitelina en 

arnbos sexos. Por otro lado, Rosas et al. (1993) menciona que en sus estudios con machos y 

hembras de Penaeus notzalis, la ablacion unilateral en hembras, causa un aumento en el consumo 



de 0 2  para satisfacer 10s requerimentos de energia inducidas por la ablacion. El aumento en el 

consumo de O2 trae como consecuencia un aumento en la concentracion y uso de hemocianina 

(Hagerman y Webster, 1981; Van-Aardt y Wolmarans, 1987), que es la proteina mas abundante 

en la hemolinfa durante la etapa de intermuda (Shin-Ichi et al., 1988). Palacios et a l  (en prensa) 

trabajando con hembras adultas de L.vannumei ablacionadas unilateralmente, encuentran menores 

concentraciones de hemocianina y explican que es posible que las hembras ablacionadas consuman 

mayor cantidad de hemocianina por 10s desoves mas fiecuentes que las hembras no ablacionadas. 

El sistema hormonal tiene una gran importancia en el control de multiples procesos 

metabolicos, y cada factor hormonal controla uno o dos aspectos del equilibrio quimico corporal 

(Chang, 1992). En crusthceos, la ablacion del pedunculo ocular provoca un descontrol de 

sistemas metabolicos; se dejan de producir algunas substancias con actividad biologica, y en su 

lugar se producen otras, pudiendo existir a lgh  efecto sobre el sistema de defensa de 10s 

crustaceos (Moullac el al., 1997). 

El numero de hemocitos totales (NHT) no mostro variation significativa ni entre 10s sexos 

ni por el tratamiento. La informacion sobre variaciones en el NHT despues de la ablacion es 

escasa. Con fines de diagnosticar un estado de descontrol hormonal, enfermedad o de 

susceptibilidad a adquirir una infeccion por parte de 10s camarones, el NHT podria ser un buen 

parhetro (Vargas-Albores, 1995). Sin embargo, 10s hemocitos granulares y semigranulares 

parecen tener mayor relevancia en la defensa de 10s animales ante infecciones porque en sus 

granulos se encuentra el sistema pFO y otras proteinas que apoyan la defensa (Smith y Soderhiill, 

1983; Soderhall et a]., 1986; Johanson y Soderhall, 1989). Por esta razon, el porcentaje de 

hemocitos granulares y hialinos puede ser mas importante que el NHT (Moullac et al., 1997). 



Sobre esto, se reporta una variacion importante entre especies. Moullac et a€. (1997) mencionan 

que en Penaeus stylirostris 10s hemocitos hialinos comprenden un 80%, 10s sernigranulares 10% y 

10s granulares 10% del total de hemocitos, mientras que Vargas-Albores (1995) menciona que 

para Penaeus calijomiensis, el grupo de hemocitos granulares comprende el 80% y las celulas 

hialinas el 20% del total de hemocitos. 

Con respecto al sistema pFO, en el experiment0 no se indujo ninguna activacion via 

componentes no propios del organismo, las mediciones se realizaron en estado basal. Los 

resultados sugiere que el nivel de ablaci6n (unilateral o bilateral) no produce un efecto diferente 

sobre la pFO celular. Sin embargo, el promedio de la actividad de la pFO celular en 10s machos 

tratados y controles, es significativamente mas alto que en las hembras. ,La information sobre el 

comportamiento de la pFO celular entre hembras y machos es escasa. Sin embargo, la diferencia 

puede ser debida a que 10s machos tienen una mayor proporcion de celulas granulares con 

respecto a las hialinas ylo una mayor produccion por cada hemocito granular. Considerando que 

la pFO celular es el precursor de la enzima en el plasma, 10s machos podrian tener mayor 

posibilidad de sostener una secrecion de esta enzima a1 plasma ante la presencia de agentes 

extraiios. 

Se ha observado que la pFO se encuentra exclusivamente en 10s hemocitos de 

crusthceos (Johanson y Soderhdl, 1989; Aspan et a€., 1990; Lanz el a€., 1993) y no en el plasma 

como ocurre en algunos insectos (Ashida, 1990). En machos y hembras se detect6 menor 

actividad total en la pFO plasmatica con respecto al grado de ablacion. Sin embargo, solo la 

actividad total de la pFO plasmatica en hembras y machos ablacionados bilateralmente es 

significativamente menor con respecto a 10s controles. Es posible que la pFO encontrada en el 



plasma, sea por razones metodologicas. En el proceso de separacion de 10s hemocitos del plasma 

y en extraction del sistema pFO de 10s hemocitos se utiliza la centrihgacion. En la centrihgacion 

para separar 10s hemocitos del plasma, la pFO pudo haber salido de 10s hemocitos al plasma, y 

durante la centrihgacion para vaciar el contenido celular, es posible que no saliera toda la pFO. 

La pFO no se activo en el plasma porque 6ste se encontraba en una solucion con EDTA, el cual 

quela el Ca" y no permite la formacion de FO (Ashida y Soderhall, 1984). Por otro lado es 

posible que tras la ablacion ocurran cambios en el proceso de la exocitosis de pFO a1 plasma. 

Cuando no hay factores del OXSG por la ablacion bilateral, la exocitosis se ve desfavorecida. 

Se detect6 significativamente mayor actividad de la FO en las hembras ablacionadas 

unilateralmente con respecto a las hembras ablacionadas bilateralmente. Para activar la FO se 

requiere de un sistema en cascada en el cud participa una proteasa serica (Soderhal y Smith, 

1986), el Ca" (Gollas-Galvan et al., 1997) y las proteinas de union (Johanson y Soderhiil, 1988; 

Lanz et al., 1993: Vargas-Albores et al, 1993). La participation del sistema endocrino en el 

control de alguno de estos elementos no ha sido bien estudiada. Sin embargo, es posible que en la 

activacion del sistema pFO actuen hormonas sintetizadas en el complejo OXSG y esta activacion 

se ve alterada con la ablacion del tallo ocular en L.vannamei. 



Conclusiones 

El tiempo en el ciclo de muda se ve afectado de manera significativa por la ablacion. Este 

disminuye segh el grado de ablacion, evidenciando la actividad de la MIH. La disrninucion en el 

tiempo del ciclo de muda no es significativarnente diferente entre hembras y machos. 

La ablacibn del tallo ocular al segundo dia despues de la ecdisis en 10s organismos 

juveniles, provocb una mortalidad durante el primer ciclo de muda siguiente a la ablacion. 2% en 

controles, 33% en unilaterales y 68% en organismos ablacionados bilateralmente. Esta mortalidad 

va en aumento segh el grado de ablacion, y es mayor en hembras. Para fines de experimentacion 

o de produccion, Csto indica que no se puede tener organismos ablacionados bilateralmente por 

periodos prolongados. 

Las interacciones significativas detectadas en las concentraciones de trigliceridos, glucosa 

y proteina, indican que el efecto de la ablacion sobre estas variables, es dependiente del sexo. La 

concentracion de glucosa es significativamente mayor en machos ablacionados unilateralmente, 

mientras que en hembras ablacionadas unilateralmente y bilateralmente solo se observa una 

tendencia por bajas concentraciones. Esto nos indica u? acumulacion de glucosa en el plasma de 

machos ablacionados unilateralmente, mientras que en las hembras hay un consumo por parte de 

10s organismos ablacionados. 

El efecto de la ablacion sobre la concentracion de trigliceridos es dependiente del sexo. En 

hembras ablacionadas unilateralmente la concentracion es significativamente mas baja que en 

hembras controles. Esto significa una utilizacibn de triglicCridos por parte de las hembras 

ablacionadas unilateralmente. Sin embargo, no es posible concluir si esta disminucion es por un 



almacenamiento, una utilizacion como constituyentes celulares o si son utilizados para la 

obtencibn de energia. 

El efecto de la ablacion sobre la concentracion de proteina es dependiente del sexo. Las 

hembras ablacionadas unilateralmente presentan altas concentraciones de proteina, mientras que 

10s machos unilaterales presentan bajas concentraciones. Esto puede significar una mayor sintesis 

de diversas proteinas como lipoproteinas y hemocianina en hembras unilaterales. Sin embargo, es 

necesario enfocarse en la medicion de proteinas especificas para concluir en forma mas clara. 

A1 parecer, el colesterol (mglml) no es utilizado en cantidades significativas para la sintesis 

de esteroides (pg/ml) o para la conforrnacibn de estructuras celulares. Existe suficiente cantidad 

de colesterol en la dieta para satisfacer las demandas de 10s procesos inducidos por la ablacion. 

Con respecto a1 lactato, 10s organismos machos y hembras ablacionados unilateralmente, 

tienen significativarnente mayor concentracion que 10s organismos ablacionados bilateralmente, 

estas concentraciones tambien son mayores que en 10s organismos controles, per0 no son 

significativos.~ Esto nos sugiere que se estimula la produccibn de energia por la via del acido 

lictico en 10s organismos ablacionados unilateralmente, mientras que en bilaterales se inhibe esta 

via. TambiCn hay significativarnente mayor concentracion de lactato en hembras. Esto significa 

que las hembras ablacionadas unilateralmente y las hembras en general, son mas susceptibles a1 

estres 

El numero de hemocitos totales se mantuvo sin cambio y no es diferente entre hembras y 

machos. Esto nos indica que el numero de hemocitos totales no es afectado, por lo menos 

directamente por la ablacion unilateral o bilateral. 



En la actividad total de la pFO celular, no hay diferencias significativas debidas a la 

ablacion. Sin embargo, 10s machos presentan significativamente mayor actividad de la pFO que las 

hembras. Esto puede ser debido a yle en R- . ICF--~  existe un  nayo or porcentaje de hemocitos 

granulares o que existe una mayor produccion de pFO por unidad celular. 

Conciderando el error metodologico, la pFO en el plasma es dependiente del grado de 

ablacion. Los organismos machos y hembras ablacionados bilateralmente tienen significativamente 

menor actividad total que 10s controles. Esto nos sugiere que existe una menor secrecion de pFO 

a1 plasma cuando se eliminan 10s OXSG. Es posible que se requiera algim factor o factores del 

OXSG para permitir mayor facilidad en la secrecion de pFO al plasma. Por otro lado, hay una 

mayor conversion de pFO a FO en organismos ablacionados unilateralmente, principalmente en 

hembras. 
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