Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
UNAN-Ledn
Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinaria

Departamento de Acuicola

Carrera de Ingenieria Acuicola

Tesis para optar al titulo de Ing. Acuicola

Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoé&cidos tras la ingesta
de alimento en la glandula digestiva (hepatopancreas), hemolinfay
musculo de camarones Litopenaeus vannamei

Presentado por:
Br. Carlos José Rizo Silva
Br. Luis Alberto Tercero Medina
Br. Yeyzom Javier Veldsquez Lopez

Tutores
Dr. Ariel José Aguilar
Lic. Katherinne Osorio

Asesor
Ing. Francisco José Santamaria
Lebn, 2017

“A la libertad por la universidad”



Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Certificacion

ARIEL JOSE AGUILAR y KATHERINNE DEL ROSARIO OSORIO URTECHO,
Profesores del Departamento de Acuicola, Escuela de Ciencias Agrarias y
Veterinaria de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon, (UNAN-

Ledn).
CERTIFICAN:

Que la presente memoria titulada “Relacion de las fluctuaciones de los niveles de
aminodacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva, hemolinfa y
musculo de camarones Litopenaeus vannamei” presentada por los Brs. Carlos
José Rizo Silva, Luis Alberto Tercero Medina y Yeyzom Javier Velasquez Lépez
para optar al grado de Ingeniero Acuicola por la Universidad Nacional Autébnoma
de Nicaragua-Ledn, ha sido realizada bajo nuestra direccion y que hallandose
concluida autorizamos su presentacion para que pueda ser juzgada por el tribunal

correspondiente.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, firmamos el presente en
Ledn, a 27 de junio de 2017.

Lic. Katherinne Osorio Urtecho Dr. Ariel José Aguilar

Paginal




Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Financiacion

La presente Tesis de grado fue realizada en el Laboratorio de Fisiologia Animal,
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de Nicaragua, bajo la direccion del Doctor Ariel José Aguilar y
la Lic. Katherinne del Rosario Osorio Urtecho. La investigacion desarrollada en

esta Tesis, fue subvencionada por los proyectos:

1. Del PRESANCA I1I-CSUCA a través del proyecto “Relacion entre la regulacion
de la ingesta de alimento en Tilapias (Oreochromis niloticus) por factores
metabdlicos y neuroendocrinos y el estrés producido por factores ambientales”

(codigo: C5) a cargo del Dr. Ariel José Aguilar.

2. Del CONICYT-Nicaragua a través del proyecto “Induccion a la reproduccion del
pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) en condiciones de laboratorio” a cargo del Dr.

Ariel José Aguilar.

Pagina Il



Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Dedicatoria

Primeramente, a Dios nuestro padre celestial por haberme brindado la vida,
salud, inteligencia, sabiduria y mucha perseverancia en todo este recorrido que he
emprendido como estudiante y sobre todo poder realizar con éxito mi tesis desde

su inicio hasta el final.

A mi madre Ana Maria Silva, porque con su amor y dedicacion me dieron fuerza,
valores, consejos, en mi vida gracias a ella logré la finalizacion de mis estudios
universitarios, por su apoyo incondicional en todo momento tanto de manera moral
como econOmica al alentarme para perseverar y coronar una carrera universitaria
y poder ser un profesional de bien y ver cumplido el suefio que tanto anhelo de

gue me convirtiera en lo que ella sofié verme.

A mi abuelo Carlos Uriel Rizo Calderdn, que a pesar que no esté en vida sé que
estaria muy orgulloso de este gran logro que eh conseguido con mucho esfuerzo y

gue siempre llevare en mi mente.

Br. Carlos José Rizo Silva

Pagina III




Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Dedicatoria

Dedico este trabajo investigativo a DIOS nuestro sefior, por darme la fortaleza de
seguir con mis estudios a pesar del sin niumero de obstaculos que se me han

presentado y por permitirme ser la persona que hoy en dia soy.

Con mucho carifio a mi madre Amalia Medina Urbina, que gracias a sus
sacrificios, apoyo incondicional y entrega hacia mi persona ella ha formado un
hombre de bien. También por siempre estar ahi cuando he tenido un problema y

ser madre, padre y una amiga incondicional con la que siempre contare.
A mi hermano Salomoén por ser un hermano tan grandioso y al resto de mis

hermanos José, Bermand, Aracely, y Damary Tercero Medina por ayudar a mi

mama y apoyarla para mi formacion y ser una persona de bien.

Br. Luis Alberto Tercero Medina

Pagina IV




Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Dedicatoria

Dedico la culminacién del presente trabajo a Dios, mi padre celestial por ser quien
me ha dado la fe, las fuerzas y la sabiduria para seguir adelante, haciéndole frente

a todas las dificultades de la vida.

Hago honor a mis dos sefioras madres Mirian Pastora Lopez Calderon y Reyna
Azucena Lopez Calderén, por haber sido el pilar fundamental y la base para que
yo lograra culminar mis estudios, por hacer de mi un hombre de buenos principios
y valores. Gracias al esfuerzo de su trabajo, he logrado alcanzar algunas de mis

metas.

A mis hermanos y primos que siempre me han motivado a seguir adelante, para
que luche por lo que quiero y dandome ese apoyo moral que tanto necesité, a
todos ellos, {GRACIAS!

Br. Yeyzom Javier Velasquez Lopez

PaginaV




Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Agradecimiento

A Dios nuestro sefior por ser una inagotable fuente de inspiracién y consuelo
cuando estdbamos pasando por momentos dificiles y por permitirnos finalizar este

trabajo investigativo.

Al Ing. Francisco José Santamaria y Lic. Katherine Osorio siendo nuestros tutores
de esta investigacion y otros grandes guias en el transcurso de nuestra carrera,

por estar ahi aconsejandonos y disponible cuando era necesario.

Al Dr. Ariel Aguilar por su dedicacibn y su amplio apoyo tanto en sus
conocimientos como en la disponibilidad de equipos de laboratorios y de campos

que nos permitieron culminar con éxito la realizacion de este trabajo.

Dr. Evenor Martinez Gonzélez y a la MSc. Claudia Herrera Sirias los cuales han
sido las personas que mas nos han apoyado y por ser excelentes maestros que
siempre estuvieron ahi cuando los necesitabamos, aconsejdndonos como

nuestros padres.

A los demas maestros por ser las personas que me prepararon en estos 5 afios de
nuestros estudios universitarios y por darnos los conocimientos y las herramientas

adecuadas para enfrentarme a un mundo laboral.

Y a todas aquellas personas que de alguna forma brindaron su ayuda y han

contribuido con la ejecucion de esta investigacion.

Br. Carlos José Rizo Silva
Br. Luis Alberto Tercero Medina

Br. Yeyzom Javier Velasquez Lopez

Pagina VI




Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoéacidos tras la ingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

Abreviaturas

aa: Aminoécidos.

AG: Acidos grasos.

ADP: Adenosin difosfato.

ANOVA: Andlisis de varianza con un factor.
ATP: Adenosin trifosfato.

COz2: Dioxido de carbono.

°C: Grados centigrados.

C: Carbono.

C/u: Cada uno.

E.E.M.: Error Estandar de la Media.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura.
FAD: Dinucledtido de flavina y adenina.
GDH: Glutamato deshidrogenasa.

gr: Gramos.

H: Hidrogeno.

HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

HP: Caballos de fuerzas.

Ha: Hectareas.
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H>CO3s: Acido carbénico.

H20: Agua.

KHCOs: Bicarbonato de potasio.
mM: Milimolar.

mL: Mililitros.

mg/L: Miligramos por litros.
mm: Milimetro.

m?: Metros cuadrados.

Min: Minuto.

n: NUumero de organismos.

N: Normalidad.

nm: Nanometros.

NHs: Amonio no ionizado.

NAD: Dinucle6tido de nicotinamida y adenina.
NH4*: Amonio ionizado.

O: Oxigeno.

O2: Oxigeno molecular.

OD: Oxigeno disuelto.

L.: Litopenaeus.

Pagina VIII



Relacion de las fluctuaciones de los niveles de aminoacidos tras laingesta de alimento en la glandula digestiva
(hepatopéancreas), hemolinfa y misculo de camarones Litopenaeus vannamei

L: Litros.

LCAT: Colesterol acil transferasa.

PC: Fosfatidilcolina.

PCA: Acido perclérico.

PECPK: Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.
ppm: Partes por mil.

pH: El pH se define como el logaritmo negativo de la base 10 de la actividad de

los iones de hidrégenos.

PL: Post-larvas.

R-COH: Grupo aldehido.

rpm: Revoluciones por minutos.

pmol: Micromol.

UV: Rayos ultravioletas.

VHDL: Lipoproteinas de muy alta densidad.

3D: Tres dimensiones.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the relationship between the fluctuation of
amino acid levels in the digestive gland, hemolymph and shrimp muscle of
Litopenaeus vannamei, after food intake. The shrimp were donated by the
FARALLON AQUACULTURE S.A Laboratory. They were placed in concrete tanks
of the Marine and Aquaculture Research Laboratory (LIMA) for 3 months, until they
reached 8.9 gr on average. Samples were extracted from the digestive gland,
hemolymph and muscle, which were transferred to the animal physiology
laboratory for analysis. In the digestive gland, the concentration of amino acids
increases significantly in the first 2 hours of ingestion, between 4-8 hours
decreases at baseline and at 10 hours increases significantly, similar to that
observed at 2 hours after food intake. In hemolymph, the concentration of amino
acids increases significantly at 4 hours, at 6 hours reaches the maximum level that
is maintained until 10 hours. In muscle, the concentration of amino acids increases
significantly at 2 hours, remains constant until 6 hours and then returns to the basal
level; There is a positive correlation (P <0.05) of the fluctuation of amino acid levels

between muscle and digestive gland.
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Resumen

El objetivo de esta investigacidon consisti6 en evaluar la relacion entre la
fluctuacion de los niveles de aminoacidos (aa) en la glandula digestiva, hemolinfa
y musculo de camarones Litopenaeus vannamei (L. vannamei), tras la ingesta de
alimento. Los camarones fueron donados por el Laboratorio de FARALLON
AQUICULTURE S.A. Se ubicaron en tanques de concreto del Laboratorio de
Investigaciones Marinas y Acuicolas (LIMA) durante 3 meses, hasta que
alcanzaron los 8.9 gramos (gr) de peso promedio. Luego se trasladaron a un
dispositivo experimental conformado por 6 recipientes con aireacion constante a
razon de 10 camarones por tanques. Se extrajeron muestras de la glandula
digestiva, hemolinfa y mdsculo, las cuales se trasladaron al laboratorio de
fisiologia animal para su andlisis. En la glandula digestiva, la concentracion de aa
incrementa significativamente en las primeras 2 horas de haber ingerido alimento,
entre las 4-8 horas decrece al nivel basal y a las 10 horas incrementa
significativamente, similar al observado a las 2 horas tras la ingesta de alimento.
En hemolinfa, la concentracion de aa incrementa significativamente a las 4 horas,
a las 6 horas alcanza el maximo nivel que se mantiene hasta las 10 horas. En
musculo, la concentracién de aa incrementa significativamente a las 2 horas, se
mantiene constante hasta las 6 horas y posteriormente retorna al nivel basal;
Existe correlacion positiva (P<0.05) de la fluctuacién de los niveles de aa entre

musculo y glandula digestiva.
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1. Introduccidén

La acuicultura inicié en Nicaragua a partir de la década de los 80 como acuicultura
rural integrada. En la década de los 90, en un nuevo marco de la economia de
mercado y frente al auge de la actividad registrada a nivel mundial; inversionistas
nacionales y extranjeros iniciaron el cultivo de camaron en la zona nor-occidental
de Nicaragua. Desde esa fecha, el cultivo de camaron ha ido creciendo
constantemente hasta tener en el 2004, aproximadamente 10,330 hectéreas (Ha)
en produccion (FAO, 2005).

En consecuencia, el cultivo de camaron es una de las actividades que genera gran
cantidad de fuentes de empleos directos-indirectos e ingresos a los camaroneros
artesanales, propiciando un aporte significativo al producto interno bruto de
Nicaragua. Bajo ese contexto, y sabiendo que el alimento es uno de los rubros que
genera mas costos en la actividad productiva del camarén, muchos investigadores
han realizado trabajos dirigidos a conocer las caracteristicas nutricionales de los
camarones, su fisiologia digestiva, elaboracion de alimento con alto contenido
nutricional, tipos de enzimas liberadas por la glandula digestiva y su afinidad hacia
la degradacion de diferentes tipos de proteinas contenidas en el alimento, para
disminuir costos de alimentacién. No obstante, hasta la fecha, en Nicaragua no
existen estudios fisioldgicos sobre la capacidad digestiva y tiempo de absorcion de
los nutrientes en L. vannamei, que permita establecer tiempos idéneos de
alimentacion bajo las condiciones ambientales donde se realiza la actividad
camaronera (Andrews y Sick, 1972; Brock y Kevan, 1974; Al Mohama y Nott,
1987; Akiyama y Dominy, 1989; Akiyama et al., 1991; Clifford Ill, 1992).
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2. Objetivos

Objetivo general

» Evaluar las fluctuaciones de los niveles de aminoacidos en hepatopancreas,

hemolinfa y masculo de Litopenaeus vannamei, tras la ingesta de alimento.
Objetivos especificos

» Determinar el comportamiento de la curva de aminoacidos en
hepatopancreas, hemolinfa y musculo de Litopenaeus vannamei, tras la
ingesta de alimento.

» Relacionar el comportamiento de los niveles de aminoacidos en
hepatopancreas, hemolinfa y musculo de Litopenaeus vannamei, tras la
ingesta de alimento.
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3. Marco teodrico

3.1. Biologia del camaron

El camaron blanco es originario de la costa oriental del Océano Pacifico, desde
Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta Tumbes en Peru, en
aguas donde la temperatura es naturalmente mayor a 20 grados centigrados (°C).
Durante todo el afio. L. vannamei se encuentran en habitats marinos tropicales
(Villalon, 1991; Llosa, 2003; Hill et al., 2004). Los adultos viven y se aparean en
mar abierto, mientras que las post-larvas (PL) migran a las costas a pasar la etapa
juvenil y pre-adulta en los estuarios, lagunas costeras y manglares. Los machos
maduran a partir de los 20 gr y las hembras a partir de los 28 gr en una edad de
entre 6 y 7 meses (Van Olst y Carlberg, 1972; Wenner y Beatty, 1993). Cuando las
hembras de los L. vannamei alcanzan un peso cercano a 30 y 45 gr liberan entre
100,000 y 250,000 huevos, con un diametro aproximadamente de 0.22 milimetro
(mm) de didmetro. La incubacion ocurre alrededor de las 16 horas después de la
fertilizacion y el desove (Morales, 1990).

En la primera etapa, la larva, denominada nauplio, nada intermitentemente y
presenta foto-tropismo positivo. Los nauplios no requieren alimentacion, sino que
se nutren de su reserva embrionaria. Las siguientes etapas larvarias (protozoea,
mysis y PL temprana respectivamente) continGan siendo planctdnicas por algun
tiempo, se alimentan del fitoplancton y del zooplancton, y son transportados a la
costa por las corrientes mareales. Las PL cambian sus habitos planctonicos unos
5 dias después de su metamorfosis a PL, y se trasladan a la costa para empezar a
alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalvos y crustaceos (Soluap, 1998;
Hill et al., 2004; FAO, 2006).
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3.1.1. Clasificacion taxondmica

Tabla N°1. Taxonomia del camarén L. vannamei. Tomado de Suarez (2008).

Reino: Animalia.
Phylum: Arthropoda.
Clase: Crustacea

Sub clase: Malacostraca
Series: Eumalacostraca
Super orden: Eucarida
Orden: Decépoda

Sub orden: Dendrobranchiata
Seccion: Penaeida
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus
Especies: vannamei
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3.1.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida del camarén se divide en dos fases: marina y estuarina. La
reproduccion del camardén empieza en aguas alejadas de la costa, una vez que el
macho deposita en la hembra un paquete de esperma que fertiliza los huevos a
medida que son desovados. Las hembras maduras son reconocidas facilmente
por sus ovarios verdes, visibles a través del caparazon (Morales, 1990; Villalén,
1991; Bolafio, 2004).

Los huevos maduran y pasan a través de una serie de estadios larvales: nauplio,
zoea y mysis, posteriormente alcanzan el estadio de PL, que asemeja a un
camaron adulto (Hill et al., 2004); luego las PL se movilizan en direccion a la costa
hacia los estuarios de los rios, donde se desarrollan rapidamente, pues
encuentran una mayor disponibilidad de alimento, menor salinidad, mayores
temperaturas y proteccion contra los depredadores (Chapa, 1980; Teshima et al.,
1986; Haws et al., 2001).

Después de sucesivas mudas, las PL se transforman en juveniles manteniéndose
en los estuarios de los rios durante un lapso de 3 a 4 meses, posteriormente,
comienzan a migrar al mar donde su crecimiento es mas rapido (Kitani y Alvarado,
1982; CITUS, 1986).

Las hembras son sexualmente inmaduras cuando salen de los estuarios, estas no
maduraran hasta que lleguen a los campos de apareamiento, los cuales se
encuentran lejos de la costa a profundidades de 12 a 18 metros (Teshima et al.,
1986; RFI, 1989); mientras que los machos por naturaleza maduran antes que las
hembras (Van Olst y Carlberg, 1972; Bolafio, 2004). Para que ocurra el
apareamiento, la hembra debe de haber mudado y encontrarse en un estado
caracteristico, con el exoesqueleto blando. Por otro lado, el macho debe tener su

exoesqueleto duro (Arce, 1989; Villalon, 1991).
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3.1.3. Morfologia externa del camarén L. vannamei

El cuerpo de los camarones normalmente se divide en tres regiones: cefalotorax,
abdomen, telson (Kitani y Alvarado, 1982; Lee y Wickins, 1992; Escoto, 1993). En
el cefalotérax los apéndices son las anténulas, antenas, mandibulas, maxilas,
maxilipedos y pereidopodos; mientras que, el abdomen estd formado por seis
segmentos y 5 pares de apéndices llamadas pledpodos, cuya funcion es natatoria;
y por ultimo en el telson se encuentran los urépodos, que sirven también para la
natacion (Lockwood, 1956; Escoto, 1993). El exoesqueleto, que esta en la region
del cefalotérax, presenta espinas, surcos, suturas, cuya forma, tamafio y

distribucion es caracteristica para cada especie (Martinez, 1999b).

En particular la familia Penaeidae, se caracteriza por tener el cuerpo poco o
considerablemente comprimido, con un rostro bien desarrollado y lateralmente
cerrado; ademas, presentan un par de pedunculos oculares moderados a muy
alargados, anténulas con dos flagelos, mandibula con un proceso incisivo y él
palpo con uno o dos artejos (Arce, 1989; Lee y Wickins, 1992); en cambio, los
primeros tres pares de apéndices son similares, quelados, planos,
incrementandose en longitud y posteriormente, el cuarto y quinto par de apéndices

estan bien desarrollados (Lockwood, 1956; Escoto, 1993).

612 segmento
abdominal

Telzon
2490 maxilipedos

38 maxilipedos Cuela Periopodos Pledpodos

Figura N° 1. Morfologia externa en camarén L. vannamei. Tomado de Lee y Wickins (1992).
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3.1.4. Morfologia interna del camarén L. vannamei

La mayoria de los 6rganos se encuentran en la region del cefalotérax en
camarones (Villalon, 1991; Escoto, 1993; Martinez, 1999a). El cerebro es
trilobulado, presenta un ganglio supraesofagico, mientras que el sistema nervioso
es ventral en el térax y en el abdomen, con los ganglios metamerizados. El
corazon es ventral y se conecta directamente con el hemoceloma, a través de las
arterias abdominales ventral y dorsal (Kitani y Alvarado, 1982; Teshima et al.,
1986); en cambio el sistema digestivo se compone de boca, eséfago estomago
(pil6rico y cardiaco) y hepatopancrea situado en el cefalotorax; ademas presenta
un intestino, una glandula intestinal en el abdomen, y el ano situado centralmente

donde inicia el telson (Teshima et al., 1986; Martinez, 1999a).

3.2. Sistemadigestivo

3.2.1. Aspectos fisiologicos del sistema digestivo del camardn blanco

El tracto digestivo de los crustaceos, en especial de los peneidos cumple con las
siguientes funciones: transporte de nutrientes, ingestion, digestibn mecanica,
hidrolisis quimica y bioquimica, absorcion celular, almacenamiento de nutrientes y
expulsion del hilo fecal (Dall et al., 1990; Ceccaldi, 1998; Martinez, 1999b).

Cabe mencionar que, las preferencias alimenticias de los camarones cambian con
la edad y estado fisioldgico; también se logr6 encontrar actividad enzimatica en
diferentes regiones (estobmago, intestino anterior, posterior, y hepatopancreas) del
Penaeus setiferus desde larva hasta PL, en lo cual se basaron para demostrar las

etapas de carnivoro y herbivoro del camarén (Lovett y Felder, 1990).

En el cefalotorax, los tres primeros pares de apéndices estan relacionados con la
manipulacion y la toma de alimento (maxilipedos); mientras que, algunos pares de
maxilipedos pueden tener una pinza terminal (quela) (Martinez, 1999a). En

contexto los camarones son masticadores externos, lo cual quiere decir que
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mastican el alimento fuera de su boca, ya que ellos rompen los pellets y comen

particulas diminutas (Ceccaldi, 1998).

Se ha observado que una vez que el alimento ha sido triturado e ingerido pasa por
el esofago, llegando al estdbmago cardiaco que sirve de receptaculo de los
alimentos consumidos (Dall et al., 1990; Lovett y Felder, 1990). En su parte
posterior se encuentran una serie de piezas calcéareas, cerdas, espinas Yy filtros,
asi como unos pliegues por los que atraviesa el alimento en el recorrido de las
sucesivas moliendas a que es sometido (Ceccaldi, 1986; Al Mohama y Nott, 1987).
Varios estudios han coincidido que el estbmago esta compuesto por elementos
denominados osiculos, con su funcién de moler el alimento ingerido; se originan
en el interior a un diente dorsal medio y dos laterales, uno a cada lado del diente
medio. Estos tres dientes se localizan internamente en la region posterior de la
camara cardiaca, y estructuran el molino gastrico, ya que este se encarga de

degradar el alimento mecanicamente (Al Mohama y Nott, 1987; Ceccaldi, 1998).

Mientras los alimentos viajan por el tubo digestivo, las particulas de gran tamafio
son retenidas en la region cardiaca y son digeridas por contracciones musculares
hacia la parte dorsal de dicho estbmago para ser trituradas por el molino gastrico
(Lee et al., 1980; Dall et al., 1990).

Luego las particulas pequefias de alimento son trasportadas al estbmago pilérico,
para finalmente ser filtradas por las cerdas piléricas; para que el alimento sea
degradado en la glandula del intestino medio (Ceccaldi, 1986; Martinez, 1999a). El
estdmago pilérico esta dividido en una porcion dorsal y una ventral denominada
filtro glandular bilobulado, o ampula. Ambas porciones estan a su vez separadas
por una hilera de denticulos pares con funcion es interrumpir el paso de particulas
alimenticias de gran tamafo (que nunca entran al filtro glandular y menos al
hepatopancreas) que son consumidas finalmente en el intestino. Estas son
recubiertas por una capa mucopolisacarida, para evitar quemaduras en el ano por
friccion. En el estbmago los alimentos se transforman en una papilla liquida previo

a iniciar su digestién quimica (Lee et al., 1980; Ceccaldi, 1986).
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En crustaceos especificamente en camarones, el hepatopancreas es un 6rgano

compacto que ocupa gran parte de la cavidad cefalica posterior y la cavidad
cardiaca del estbmago; presenta dos l6bulos separados y compuestos por hileras
de tabulos ciegos que vierten, por el extremo abierto, sus productos de secrecion
al estomago (Lee et al., 1980; Bautista et al., 1994). Cada l6bulo esta conectado
ventralmente con el tubo digestivo en la union del estbmago pilérico y la parte
anterior del intestino, en cambio las paredes de los tabulos estan constituidas por
células de varios tipos: células de absorcion y de acumulacién, células secretoras,

células embrionarias y células fibrilares (Dall et al., 1990; Ceccaldi, 1998).
La funcion del hepatopancreas es:

+ Secretar y producir enzimas digestivas.
+ Retener de manera temporal y ciclica las reservas alimenticias.

+ Absorber los nutrientes y los productos de la digestion (Guevara, 2003).

Figura N°2. Anatomia del sistema digestivo del camarén. Tomado de Ceccaldi (1986).
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3.2.2. Principales enzimas digestivas

3.2.2.1. Proteasas

En numerosas investigacion de caracter cientificos, muchos autores han
confirmado la presencia de un conjunto de enzimas proteoliticas que se constituye
en dos grupos: endopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos en el interior de
las cadenas proteicas y las exopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos
amino terminales, carboxiterminales y los dipeptidos (De Villez, 1965; De Villez et
al., 1967; Cruz-Suarez et al., 1994; Celis-Guerrero et al., 2004). En los crustaceos
la digestion quimica de las proteinas comienza en la cavidad cardiaca del
estbmago y sigue en los tubulos del hepatopancreas; ademas sea ratificado un
modelo de degradacién de proteinas que es semejante al de los vertebrados, el
cual consiste en la ruptura de las proteinas absorbidas a través de las
endopeptidasas y la degradacion de los péptidos por las exopeptidasas, para
luego ser absorbido por células especializadas del hepatopancreas (Kurmaly et al.,
1989; Rodriguez et al.,, 1994; Cousin, 1995). Sin embargo, hay diferencias
importantes que modifican ese modelo general como son: ausencia de
acidificacion del medio estomacal durante la digestiébn, poca actividad
guimotripsica, ausencia de elastasa, existencia de una colagenasa digestiva, y de
una proteasa de bajo peso molecular (Gates y Travis, 1969; Galgani, 1985; Vega-
Villasante et al., 1993).

3.2.2.2. Carbohidrasas

En glucidos, las enzimas que se encargan de su digestion son: a-amilasas,
maltasas, sacarasas, algunas veces celulasas (Trellu y Ceccaldi, 1977; Van
Wormhoudt, 1980). En Palemon serratus se han encontrado la 3-glucosaminidasa,
la B-glucosidasa, la a-manosidasa, la B-fructofuranosidasa, la a-fucosidasa, y tres

glucuronidasas (Gates y Travis, 1973; Vega-Villasante et al., 1993).
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Existen ademas quitinasas las cuales, permiten la digestién del exoesqueleto de
los artrépodos y otolitos de los cuales se alimentan; cabe resaltar que la mayoria
de los crustaceos consumen su propia quitina (Van Wormhoudt, 1980). De manera
general se sabe que los peces y los crustaceos tienen una baja capacidad para
utilizar los glacidos (Trellu y Ceccaldi, 1977; Van Wormhoudt, 1980).

3.2.2.3. Lipasas

Para la digestion de los lipidos es necesaria la presencia de lipasas y esterasas;
ademas los lipidos alimenticios sufren dos tipos de transformaciones para que
puedan ser absorbidos: una emulsificacién, que conduce a una micro-emulsion y
una hidrélisis (Cruz-Suarez et al., 1994; Martinez y Barreto, 2011). Las lipasas
actian sobre los lipidos emulsionados y las esterasas siguen la digestion
enzimatica sobre los productos hidrosolubles que se obtienen; en los crustaceos
los compuestos emulsificantes que desemperfian el mismo papel que la bilis de los
mamiferos, es decir, la de dispersar las grasas antes de su digestién; son
derivados de la taurina y de los acidos colico y desoxicélico (Vega-Villasante et al.,
1993; Cordova-Murrueta et al., 2003).

3.3. Carbohidratos

Son utilizados metabdlicamente como fuente de energia, en la sintesis de quitina,
en la formacion de esteroides y de acidos grasos (AG). La principal forma de
almacenamiento de carbohidratos en crustaceos es el glucdégeno (Akiyama et al,
1991; Jobling, 1993).

Los carbohidratos son generalmente la fuente mas barata de energia en los
alimentos, pero su utilizacién por el camaron es muy limitada (Akiyama y Dominy,

1989). Sin embargo, en la ausencia de carbohidratos, el camaron utiliza las
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proteinas para mantener sus necesidades de energia (Kanazawa et al., 1971;
Akiyama et al., 1991).

3.3.1. Metabolismo de la glucosa

La energia contenida en una molécula de glucosa es transformada en energia de
adenosin trifosfato (ATP) atil para la célula, si en la cadena respiratoria se utiliza
el Dinucledtido de flavina y adenina (FAD), se producen 36 ATP y si se utiliza el
Dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD), se producen 38 ATP, cuando la
glucosa es oxidada en condiciones aerbdbicas se produce diéxido de carbono
(CO2) y agua (H20) como producto final (Karp, 1996; Berg et al., 2008; Espinoza,
2011).

CsH1206+ 6 O2 ---> 6 CO2 + 6 H20 + 36 0 38 ATP

La oxidacion de la glucosa dentro de la célula en condiciones aerébicas, se da por
4 procesos (Karp, 1996; Davis, 2007):

La glicélisis, es el camino metabdlico por medio del cual se oxidan los azlcares
produciendo piruvato y equivalentes reducidos como el NAD. La transformacién
del acetil-coenzima A, proveniente de la descarboxilacion del piruvato o de la -
oxidacion de los AG, en CO:2 y equivalentes reducidos, proporciona las moléculas
necesarias para el funcionamiento del ciclo de los acidos tri-carboxilicos o “Ciclo
de Krebs”. Esta serie de reacciones tiene como principal funcién la transferencia
de electrones, de los equivalentes reducidos, hacia el oxigeno molecular (O2);
durante este proceso se sintetizan las moléculas de ATP. A esta cadena de
reacciones se la llama cadena de transporte de electrones o fosforilacion
oxidativa el cual, esta formado por un conjunto de enzimas complejas que
catalizan varias reacciones de oxido-reduccion, donde el oxigeno (O) es el aceptor

final de electrones (Figura 3). La magnitud con la que los camarones utilizan el O
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como ultimo aceptor de electrones de la cadena respiratoria puede ser obtenida a

través de mediciones del consumo de O (Rosas et al., 1996).

Lipidos de la
cO2 dieta :
B Oudacion
Pirwal Acidos grasos

MNAc-glucosamina
Glutamina

ATP

Glucosa

NAD
branquias
A4

Sintesis de quitina

Almidan de la dieta,

Glucogeno del hepatopancreas y
muisculo

Figura N° 3. Esquema general del metabolismo energético en camarén blanco. Tomado de Rosas
et al. (1996).

3.3.2. Sintesis de glucosa

3.3.2.1. Gluconeogénesis

La gluconeogénesis es una via que se da a partir de 2 moléculas de piruvato (de
3 carbono (C) c/u) que, luego sintetiza una molécula de glucosa (Davis, 2007;
Espinoza, 2011). En las células esta via se da en dos sitios celulares diferentes,
ya que las reacciones inician en la mitocondria y finalizan en el citosol (Boticario y
Angosto, 2012).
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La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PECPK) es la enzima clave, en la regulacion
de la gluconeogénesis pues cataliza la conversion del oxalacetato a
fosfoenolpiruvato, dando inicio a la cadena de reacciones que terminaran con la
formacion de glucosa (Lallier y Walsh, 1991; Racotta y Hernandez, 2000; Rosas et
al., 2000; Rosas et al., 2001a). Esta enzima ha sido reportada en la glandula
digestiva de diferentes especies y fue recientemente secuenciada en peneidos
(Lallier y Walsh, 1991).

Fosfoenol
piruvato

fructuosa 1, fructuosa 6

6 difosfato fosfato

dihidroxiacetona
fosfato

acido glucosa 6

fosfato

fosfoglicérico

acido bi
fosfoglicérico

gliceraldehido

Figura N° 4. Reaccion en cadena de la enzima PECPK en camarones a partir del fosfoenolpiruvato
hasta la formacion de glucosa. Tomado de Lallier y Walsh (1991); Racotta y Hernandez (2000);
Rosas et al. (2000); Rosas et al. (2001a).
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Figura N° 5. Ruta metabdlica de la gluconeogénesis. Tomado de German et al. (2002); Murray et
al. (2010).

3.4. Lipidos

Son fuentes concentradas de energia y de AG esenciales para el adecuado
desarrollo y supervivencia del camaron. El nivel 6ptimo en la dieta de L. vannamei
oscila entre 6 y 10% (Akiyama et al., 1991).

La funcion principal de los AG esenciales, es ser el componente principal en los
fosfolipidos (Akiyama et al., 1991). Los camarones no pueden sintetizar colesterol,
muchos esteroles y componentes esenciales como hormonas, acidos biliares y
vitamina D, es por tal motivo que son sintetizados a partir del colesterol
(Kanazawa et al., 1971); estos compuestos mantienen la flexibilidad vy
permeabilidad de las membranas celulares y participan en la activacion de ciertas

enzimas (Akiyama et al, 1991).
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3.4.1. Metabolismo de lipidos

En hepatopéncreas se lleva a cabo la digestion de lipidos, los que, posteriormente
son absorbidos a través de las membranas de las células de absorcion de este
organo por un proceso pasivo y se convierten en triacilglicéridos los que se
empaquetan en forma de lipoproteinas; la cual es liberada hacia la hemolinfa para
descargar los lipidos a los tejidos periféricos (Lee y Puppione, 1978; Yepiz-
Plasencia et al., 2000). En los crustéaceos, los lipidos se transportan en el plasma
por las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y por las lipoproteinas de muy alta
densidad (VHDL) que representan las principales lipoproteinas encontradas en

estas especies (Chen et al., 2014).

Probablemente, uno de los aspectos en que se han detectado mas diferencias
entre crustaceos y otras especies de animales es en el transporte de lipidos,
debido a las diferentes lipoproteinas, y al papel de los fosfolipidos en el transporte

de colesterol (Mankura et al., 1980).

La fosfatidilcolina (PC) es un componente esencial de las lipoproteinas y también
actia como donante de grupos acilo para el colesterol acil transferasa (LCAT);
esta enzima actia en la conversion de colesterol en ésteres de colesterol
(Mankura et al., 1980; Teshima y Kanazawa, 1987). La actividad de la LCAT de los
camarones es relativamente baja comparada con la del plasma humano (Mankura
et al., 1980). Los fosfolipidos de la dieta pueden servir como fuentes de colina,
inositol, AG esenciales y energia, ya que los fosfolipidos pueden mejorar la
eficiencia de aprovechamiento de los AG esenciales que se suministran en el
alimento debido a que ayudan de manera eficiente en el transporte y movilizacion
de éstos entre el hepatopancreas, la hemolinfa, érganos y otros tejidos; por
consiguiente trae como resultado una mejor disposicion de lipidos y por
consiguiente, un aumento en la disponibilidad de energia para el crecimiento
(Teshima et al., 1986).
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3.4.2. Sintesis de lipidos

La biosintesis y asimilacion de lipidos sucede fundamentalmente en el
hepatopancreas (Dall et al., 1993); ya que, este 6rgano también es su principal
sitio de almacenamiento (Teshima y Kanazawa, 1980). Se han realizado muchas
investigaciones demostrando que, mediante el uso de compuestos marcados
radiactivamente, que el colesterol y otros lipidos del alimento aparecen primero en
el intestino, después en el hepatopancreas, musculo y otros tejidos (Teshima et
al., 1986; Teshima y Kanazawa, 1987).

Los AG son biosintetizados a partir de la condensacion de unidades de dos C,
este sendero difiere en relacion con la oxidacion de acido de los degradativos y
biosintéticos, ya que ambos estan regulados de forma independiente bajo las

mismas condiciones fisioldgicas (Teshima y Kanazawa, 1980).

La B-oxidacion de los AG se produce en la mitocondria y utiliza acil-CoA-ésteres
de AG. La biosintesis se produce en el citosol y en este caso los AG se esterifican
a una proteina transportadora de grupos acilo (Akiyama et al., 1991).

3.5. Proteinas

Las proteinas son sustancias organicas nitrogenadas complejas que se pueden
encontrar en las células animales y vegetales. Son polimeros lineales en los que
las unidades monomeéricas son los aa que se pliegan en una notable diversidad de
formas tridimensionales (Pertierra y Tejion, 2006; Berg et al., 2008); y tienen una
funcién fundamental en casi todos los procesos biolégicos (Chang, 2007); el rol
gue estos desempefian en el organismo es de dos tipos: una de tipo estructural y
la otra de tipo funcional, ya que por hidrolisis todas las proteinas rinden en aa

como productos finales (Lehninger, 1979).
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3.5.1. Clasificacion de las proteinas

Las proteinas pueden dividirse en dos clases principales, basandose en su
composicién: proteinas simples y proteinas conjugadas.

Las proteinas simples son aquellas que por hidrolisis producen solamente aa, sin
ningun otro producto, organico e inorganico, de hidrolisis (Karp, 1996; Garrett y
Grisham, 2004); mientras que las proteinas conjugadas son aquellas que por
hidrolisis no producen solamente aa, sino también otros componentes organicos e
inorganicos ((Glicoproteinas (carbohidratos), Lipoproteinas (grasas),
Nucleoproteinas (acido ribonucleico), Fosfoproteinas (ésteres de fosfato),

Metaloproteinas (hierro)) (Stryer, 1995; Pertierra y Tejion, 2006).

Las moléculas de las proteinas presentan sucesivos restos de aa, los cuales estan
unidos covalentemente mediante enlaces peptidico, formando largas cadenas no
ramificadas; por lo tanto, las proteinas también se clasifican de acuerdo al numero
de subunidades en (Davis, 2007; Espinoza, 2011):

Monoméricas: La proteina consta de una sola cadena polipeptidica (lisozima).
Oligoméricas: 2 o mas cadenas polipeptidicas, generalmente un niamero patr.

Las proteinas también pueden dividirse en dos grandes clases, basandose en sus
caracteristicas fisicas: proteinas globulares y proteinas fibrosas (Lehninger, 1979;
Stryer, 1995).

Proteinas globulares: Son solubles en los sistemas acuosos y se difunden con
facilidad. Su cadena o cadenas polipeptidicas, se hallan plegadas estrechamente
y adoptan formas compactas globulares o esféricas. Las proteinas globulares
desempefian habitualmente una funcion movil o dinamica (insulina, mioglobina,

ribonucleasa) (Garrett y Grisham, 2004; Espinoza, 2011).
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Proteinas fibrosas: Son insolubles en H20 y fisicamente firmes, ya que actian
como elementos estructurales o protectores en el organismo, como son el

coldgeno, queratina y elastina (Stryer, 1995; Berg et al., 2008).

De acuerdo con la funcion biolégica que desempefian, existen diferentes tipos de

proteinas:

% Proteinas con actividad catalitica.

% Proteinas de transporte.

% Proteinas de reserva.

% Proteinas contractiles.

% Proteinas estructurales.

% Proteinas de defensa.

% Proteinas reguladoras de diversos procesos biolégicos (Toporek, 1977;
Lehninger, 1979; Coon y Stumpf, 1990).

3.5.2. Estructura de las proteinas

Primaria: Secuencia de aa en el esqueleto covalente de una proteina.
Secundaria: Es la orientacion relativa de los atomos del esqueleto (que forman en
enlace peptidico). Depende de la region plana en cada enlace peptidico, la

formacion de puentes de hidrégeno (H), separacién adecuada de los grupos R.

Terciaria: Describe el enrollamiento de toda la proteina en una forma
tridimensional (3D). Esta determinada por las interacciones hidréfobos de las
cadenas laterales, puentes disulfuro, puentes de H y grupos prostéticos.

Cuaternaria: Describe como se unen las moléculas de proteinas diferentes en
grandes estructuras agregadas (Toporek, 1977; Lehninger, 1979; Coon y Stumpf,
1990; Garrett y Grisham, 2004).
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3.5.3. Determinacion de las proteinas

Existen diferentes métodos para la cuantificacién de proteinas. Muchos de estos

métodos se basan en:

a) La propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en los rayos ultra
violeta (UV).

b) Para la formacion de derivados quimicos.

c) La capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes (Lowry et al.,
1951, Bradford, 1976; Fujimoto et al., 1985).

3.5.4. Metabolismo de proteina

3.5.4.1. Catabolismo de proteinas

Diversos estudios han demostrado que, la actividad de las proteasas en la
glandula digestiva de los camarones lo utilizan para aprovechar diferentes tipos de

alimento (Cérdova-Murrueta et al., 2003).

Estudios en juveniles tempranos de L. setiferus aseveran que la actividad de las
proteasas totales es maxima en animales alimentados con 40% de proteinas, nivel
que produjo un mayor crecimiento de las PL (De Villez, 1965; De Villez et al.,
1967). Junto con los otros nutrientes del alimento la hidrélisis de las proteinas se
lleva a cabo en la glandula digestiva donde los péptidos y los aa son absorbidos;
en su paso hacia la hemolinfa muchos de estos componentes proteicos son
aprovechados para la sintesis de diversas moléculas de importancia fisiolégica y
nutricional entre las cuales se encuentran la hemocianina, las enzimas digestivas,
y algunas mas de importancia (Gellissen et al., 1991; Ezquerra et al., 1998;
Lehnert y Johnson, 2002). Ademas, por su cercania con el tejido hematopoyético

se cree que la glandula digestiva también participa en la sintesis de las células
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sanguineas y todo el aparato inmunolégico contenido en éstas (Senkbeil y
Wriston, 1981; Gellissen et al., 1991; Pascual et al., 2004).

Luego los aa son catalizados y degradados por la via del piruvato, con el amonio
como principal producto de desecho (Figura N°6); se da la conversion de aa libres
en a-cetoglutarato, a través de la transaminacion donde, se transfieren el grupo
amino de un aminoacido a un cetoacidos para producir el aa glutamato; luego el
glutamato por el proceso de desaminacién oxidativa, libera el grupo amino del
glutamato en forma de amonio ionizado (NHa4*), para formar el cetoacido llamado
a-cetoglutarato, catalizado por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH),
utilizando asi el glutarato como sustrato; en cambio el amonio producido en la
desaminacion es el principal producto de desecho. Posteriormente, el glutarato se
incorpora al ciclo de Krebs a través de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa y
por ultimo los NAD y FAD producidos son utilizados en la cadena respiratoria para
producir ATP (Hagerman y Szaniawska, 1994). Los camarones, al igual que
muchos crustaceos son amoniotélicos aunque también excretan pequefas
cantidades de urea, acido urico y aa (Regnault, 1981b; Regnault et al., 1992;
Regnault, 1993).

TRANSAMINACION (parte del catabolismo de amino acidos)

AMINOACIDOS + a-CETOGLUTARATO = ™GLUTAMATO + o-ceto acido

GDH - I

el
NH= NHa+
l MNADH NAD'
+ GLUTAMATO + ATP—" GLUTAMINA + ADP + Pi MyB
(transporte) l
NH ;<+—>MNH_,* + GLUTAMATO GLUTAMIMNA B

MEDIO EXTERNO

Figura N° 6. Via metabdlica que siguen los aminoacidos para la produccién de amonio durante la
transaminacién en musculo y branquias en crustdceos. Tomado de Hagerman y Szaniawska
(1994).
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El amonio es un elemento toxico que interfiere en la permeabilidad de las
membranas de las branquias y en la capacidad acarreadora de O de la
hemocianina (Chen y Lin, 1992; Alcaraz et al., 1999). Existen a la fecha tres
mecanismos propuestos para la excrecion de amonio: 1) puede ser transportado a
las branquias como glutamina, 2) circular disuelto en la sangre o 3) ser
transportado en aa no utilizados los cuales son catabolizados directamente en las
branquias (Figura N°6) (Claybrook, 1983). En este proceso participan varias
enzimas entre, las cuales se encuentra la GDH (Figura N°5) (Roustiau et al., 1985;
Willett y Burton, 2003).

Estudios realizados en diversas especies de cangrejos y camarones han
demostrado que esta enzima es muy abundante en las branquias, aunque también
se encuentra en la glandula digestiva, el corazon y el musculo (Regnault, 1979;
Regnault, 1981a; Claybrook, 1983; Regnault, et al., 1992; Regnault, 1993; Rosas
et al., 2002). La actividad de la GDH se incrementa con el aumento de las
proteinas en el alimento, indicando que éste tiene una influencia importante en los

procesos de formacion de amonio (Figura N° 6) (Rosas et al., 2002).

El amonio es excretado principalmente a través del epitelio branquial como se
puede apreciar en la figura N° 7 (Dall y Smith, 1986). EI amonio puede llegar a la
branquia como amonio libre (amonio no ionizados (NHs), (NH4%)), formando
glutamina y contenido en los aa; como ya se mencion0, la via del catabolismo de
aa esta bien representada en las branquias (Regnault, 1979); ahi el amonio es
producido directamente en las células y liberado, por difusion al medio externo a
través de un transporte activo (Regnault, 1981b); por tanto, este mecanismo
requiere de la participacion de dos enzimas transportadoras: la Na*—NHs*-ATPasa
y la CI-HCOs-ATPasa (Frias-Espericueta et al., 1999; Hurtado et al., 2007). Tal y
como se muestra en la figura N° 7, el NHs4* es obtenido de la combinacion entre
NHs + H*, ya que el proton es obtenido de la descomposicion del acido carbénico

(H2CO3), a través de la anhidrasa carbdnica. Es importante recalcar que, el CO2
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disuelto en la sangre se encuentra en equilibrio dependiendo del pH (Regnault,
1979; Claybrook, 1983; Li et al., 2007).

Debido a que la sangre es ligeramente mas acida que el medio interno celular, por
consiguiente favorece la formacion de H2COs el cual es entonces, sustrato de la
anhidrasa carbodnica. Aungque este mecanismo contribuye en la secrecién de dos
elementos toxicos para el organismo, se ha observado que, este tipo de transporte
activo es mas favorecido cuando los animales se encuentran en ambientes
diluidos donde, ademas de requerir eliminar desechos, se requiere la captacion
activa de iones (Regnault, 1979; Claybrook, 1983; Li et al., 2007).

MI MEx
N i e
AA -+ Na*
Transaminacion
3 Na-NHs
NH3 ——————————————————————————— NH3 ATPESE

+ H* = NH4+
Glutamina ————eGlutamato + NH3

NH,+ = = = = = — — — — — — — — — —

T T T

NH3
H+
COz —_ . H2CO03 HCO3- —= >
J. [ Anhidrasa carbénica CI-HCOz
ATPasa
H2C03 - cl-

Figura N° 7. Excrecidon de amonio a nivel de branquias. Tomado de Regnault (1979).

3.5.4.2. Anabolismo de proteinas

El NHs es utilizado para la sintesis de proteinas, el cual se obtiene cuando es
liberado por la oxidacion de los aa (en la desaminacion oxidativa), para luego ser
incorporado como grupo amino a los aa glutamato y glutamina (Lowry et al., 1951;
Garrett y Grisham, 2004).
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a) Incorporacion al glutamato: el NHs se une a un cetoacido llamado a-
cetoglutarato para formar al aa glutamato con energia de NADPH + H*. En esta

reaccion participa la enzima GDH (Davis, 2007; Espinoza, 2011).

Glutamato deshidrogenasa

a-cetoglutarato + NADPH+H++ NH3 | >g|utamato + NADP+ H2

Figura N° 8. Reaccion quimica para la formacién de glutamato. Tomado de Espinoza (2011).

Luego el glutamato por transaminacion dona su grupo amino para la sintesis de

otros aa Ej.: arginina, prolina etc. (Fujimoto et al., 1985).

b) Incorporacion a la glutamina: El glutamato al aceptar un segundo NHs se
transforma en glutamina, catalizado por la enzima glutamina sintetasa (Davis,
2007).

= ATP ADP+P; =2
?—OH \ / ' (l'.’NHz
-
NHg + §Ha — a
cul IOLUTAIMNA-SIMTETA:EI C;'Hl
H—C~NH, H-C—NH,
(EOOH COOMH
Acido L-glutamico L-Glutamina

Figura N° 9. Imagen de la transformacién del glutamato a glutamina. Tomado de Murray et al.
(2010).

Luego dona la glutamina sus nitrégenos de la estructura del grupo R del aa o
cadena lateral, para la sintesis de otros compuestos nitrogenados como las bases

nitrogenadas (Garrett y Grisham, 2004; Murray et al., 2010).
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35.4.21. Sintesis de aminoacidos

Los 20 aa proteicos se sintetizan a partir de uno de estos 6 compuestos
intermediarios (3 fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato, piruvato estos proviene de la
glucolisis; Oxalacetato, a-cetoglutarato estos provienen del ciclo de Krebs y ribosa
5 fosfato proveniente de las pentosas fosfato) que, provienen de 3 vias

metabdlicas distintas (Davis, 2007):

| OMAL ACETATO |
l | PIRLUVATO l I RIBOSA-5-FOSFATO |
Acspartato I,
CAsp) _ - ‘I' e —
Almminm Wl ™ I oo o™ Hisw tid srem™

f I —\ CAla) CVal) L S, (Eis)

W ry— - T reom ™ Lis o™

Pt Pt g T = i CTzh) CLws]
CAs®E) (hllet) |
L
| Is oleucine™ (Tle) |

o CETOGLUTT ARATO F-FOSFOGLICERATO
FOSFENMOLPIRLMVATO
Glutamato Serna
v i b (Glu) (Ser)
Fenilalanina™= Triptofano™ / I \ { \
(Phe) {Trp)
Glutarmina Prolina | Asginina™ Cisterna Glicima
l (Gin) (Pro) CArm) (Cws) OGIwD

Tirosinm

(T wad

Figura N° 10. Procesos de la sintesis de los diferentes aminoacidos. Tomado de Murray et al.
(2010).

3.6. Aminoéacidos

Los aa son moléculas organicas que funcionan como unidades estructurales de
las proteinas (Karp, 1996; Pertierra y Tejion, 2006; Chang, 2007); poseen un
grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R situados sobre el atomo de C. Los
grupos R varian en su estructura, en tamafio y en su tendencia a las interacciones

con el H20, lo cual constituye un reflejo de su polaridad (Lehninger, 1979/2009).
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3.6.1. Aminoacidos esenciales para camarones

En camarones Penaeus los aa mas esenciales son: Metionina, Treonina, Valina,
Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, Histidina, Lisina, Triptofano y Arginina (Teshima
et al., 1986; Divakaran, 1994). La mas importante de todas estas es la arginina ya
que, éste representa el 20% de los aa totales dentro de los camarones Penaeus y
una de las funciones importantes de la arginina en el musculo es como fosfo-
arginina, la cual es utilizada como fuente de energia muscular (Claybrook, 1983;
Akiyama et al., 1991; Ezquerra et al., 1998).

La isoleucina es necesaria para lograr un crecimiento Optimo, equilibrio de
nitrdgeno en el cuerpo y en la sintesis de otros aa no esenciales; mientras que, la
leucina permite aumentar los niveles musculares de energia; en cambio, la lisina
ayuda a la construccién de anticuerpos de la hemolinfa que fortalece el sistema
circulatorio y mantiene un crecimiento normal de las células. La Metionina
lipotrépicos vitales (metabolizadora de grasas y lipidos) aminoacido que mantiene
la salud del hepatopancreas; mientras que la fenilalanina estimula el
metabolismo, asi como también la treonina mejora la capacidad intestinal y la
asimilacion digestiva, en cambio el triptéfano aumenta la utilizacion de vitaminas

B y la valina estimula la coordinacion muscular (Pamulapati y Behera, 2013).

3.7. Alimentacién en camarones

La alimentacién es un aspecto importante porque, llega a constituir hasta un 60%
de los costos de produccion de camaron; en la acuicultura, la optimizacion debe
estar enfocada a la seleccion y el manejo adecuado de los alimentos balanceados

gue se suministran (Saborio, 2003; Lopez et al., 2015).

Generalmente, el costo relacionado con el alimento se puede reducir

potencialmente por: el uso de alimentos apropiados, la determinacion de la racion
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mas efectiva en costo, y la reduccion del desperdicio del alimento (Lépez et al.,
2015).

3.7.1. Requerimientos nutricionales

Los requerimientos nutricionales de los camarones Peneidos estan practicamente
conocidos, pero el conocimiento generado es muy variado debido a diferencias en
la metodologia de investigacion y a la ausencia de una dieta experimental
estandar; variables como: especie, edad, fuente y estado fisiolégico del camardén,
condiciones ambientales, disefio experimental, instalaciones experimentales y
forma, composicién y procesamiento de las dietas a menudo hacen invalidas las

comparaciones (Andrews y Sick, 1972; Cruz-Suarez et al., 1994).

Los aspectos nutricionales deben estar determinados para cualquier tipo de
alimento balanceado y debe contener los siguientes nutrientes principales tales

como:

Las proteinas son usualmente el elemento mas costoso y el rango de contenido
proteico (referido como proteina cruda) en los alimentos va desde 18% hasta 45%.
Mientras que en la especie de L. vannamei se le debe suministrar alimentos con

bajos niveles de proteina (30-35%) (Teshima y Kanazawa, 1984).

En tanto, los carbohidratos pueden usarse como fuente de energia, como reserva
de glucégeno, en la sintesis de quitina, acidos nucleicos y en la formacion de
esteroides y de AG. Se ha demostrado en Peneidos que, la glucosa obtenida de
digestion de polisacaridos es mejor asimilada que la glucosa pura (Cruz-Suarez et
al., 1994). Los niveles de carbohidratos en la dieta para camarones pueden oscilar
entre el 5-25 % (Guevara, 2003).

Y en lipidos se sabe que, los crustaceos usan generalmente bien las grasas como
fuente de energia y como una fuente de AG esenciales, necesarios para el

crecimiento normal y la sobrevivencia de los animales. Los requerimientos
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cuantitativos de lipidos no estan bien determinados y varian segun la especie,

pero en general la mayoria de los autores dan valores entre 6.5 y 16.5% de la
dieta (Teshima y Kanazawa, 1984). Se ha observado, para diferentes especies de
camaron que, un contenido mayor del 15% de lipidos en la dieta produce un

retardo en el crecimiento (Bocca, 1994; Briggs et al., 1994; Shiau, 1998).

3.7.2. Alimentacion artificial

El alimento balanceado es esencial para lograr una buena cosecha, tanto en
términos de calidad como cantidad; es por esto que, muchas de las granjas han
desarrollado diferentes sistemas de manejo para optimizar su aplicacién y reducir
su conversion. Estos métodos van desde el calculo semanal de la racion diaria a
partir de tablas mas o menos tedricas de crecimiento, sobrevivencia y
alimentacion, asociado a una distribucion al voleo que, ciertos autores llaman
“blind feeding” o alimentacién a ciegas, hasta la distribucién exclusiva en
bandejas, o charolas, repartidas regularmente en toda la piscina, con un ajuste
permanente de la racion en funcion del consumo (Donovan, 1997; Boyd, 1998;
Cleoceri et al., 1998).

3.8. Factores fisico-quimicos

3.8.1. Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) es la variable més critica para la calidad del H20 en un
estanque, siendo los principales factores que afectan las concentraciones del OD
en el H20 la temperatura y salinidad. Las variaciones de estas concentraciones de
OD, repercuten directamente sobre el funcionamiento fisiolégico de los animales
cultivados. Al encontrarse bajas concentraciones de O, disminuye el crecimiento y
eficiencia de conversion de alimento; debido a que no se encuentra disponible la
cantidad suficiente de O para el metabolismo oxidativo de los nutrientes, ni para

obtener la cantidad de energia necesaria para cubrir todas las necesidades
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fisiolégicas, y por lo tanto el metabolismo de rutina y mantenimiento se vuelve
prioridad antes que el crecimiento de los camarones. Por lo tanto, las
concentraciones de OD deben ser mayor de 5 miligramos por litros (mg/L)
(Snow y Jones, 1959; Queiroz y Boyd, 1998; Martinez, 1999b).

3.8.2. Temperatura

La temperatura tiene alto impacto en los procesos quimicos y biolégicos. Los
procesos biolégicos como crecimiento y respiracion se duplican, en general, por
cada 10 °C gue aumenta la temperatura. Esto significa que el camarén crece dos
veces mas rapido y consume el doble de O a 30 °C que a 20 °C, por lo que el
requerimiento de OD debe ir de la mano en el aumento de la temperatura.
Rangos: mantener entre 25°C a 32°C (Martinez, 1999a; Chamberlain, 2001;
Chavez-Sanchez y Higuera-Ciapara, 2003).

3.8.3. Salinidad

La salinidad es la concentracion total de los iones disueltos, dependiendo
basicamente de siete iones, cuyo valor promedio de concentracion en el H20 de
mar es: Sodio, 10,500 mg/L; Magnesio, 1,450 mg/L; Calcio, 400 mg/L; Potasio,
370 mg/L; Cloruro, 19,000 mg/L; Sulfato, 2,700 mg/L; Bicarbonato, 142 mg/L. La
salinidad promedio del H2O de mar es 34.5 partes por mil (ppm). Aunque el L.
vannamei y Penaeus monodon y otras especies pueden ser cultivados
exitosamente en estanques costeros con salinidad entre 1 y 40 ppm, se produce
mejor con una salinidad superior a 5 ppm y la mayoria de granjeros la prefieren
entre 20 y 25 ppm (Cleoceri et al., 1998; Martinez, 1999b).
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3.8.4. pH

El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracion de iones de H*: pH
= -log [H*].

El pH indica cuan acida o basica es el H20. La escala de pH es de 0 a 14,
mientras mas lejano sea el pH de 7 el H2O es méas acida o mas basica. Los
estanques de H20 salobre generalmente tienen un pH de 7 u 8 por la mafiana,
pero en la tarde generalmente suben a 8 6 9. Rango 6ptimo es de 6-9 (Martinez,

1999a; Chavez-Sanchez y Higuera-Ciapara, 2003).

3.9. Técnicas de Analisis

3.9.1. Técnica de espectrofotometria

La espectrofotometria se basa en la medicion de la cantidad de energia radiante
absorbida por las moléculas de una muestra en funcion de las longitudes de onda,
de acuerdo con la (ley de Bouguer-Lambert-Beer). Cada componente de una
solucién tiene un patrén de absorcién de luz caracteristico cuyo rango es 400-700
nandmetros (nm). Comparando la longitud de onda y la intensidad del méximo de
absorcion de luz de una muestra contra soluciones estandar, es posible
determinar la identidad y la concentracion de componentes disueltos en la muestra
(Paz y Pint, 2002; Galicia et al., 2011).

Para la medicibn de absorcion y transmitancia de una disolucién se utilizan
espectrofotometro UV - Visible, el cual esta compuesto por cinco elementos

principales (Figura N° 11):

Fuente de Filtro o Procesamiento
- ==-| y lectura

radiacion monocromador

Muestra Detector

Figura N° 11. Los 5 elementos principales para realizar la medicion de absorcién y transmitancia de
una disolucion en un espectrofotometro. Tomado de Paz y Pint (2002).
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La curva de calibraciéon es la representacion grafica de una sefial que se mide en
funcién de la concentracién de un analito, este proceso de calibracion incluye la
seleccion de un modelo para poder estimar los parametros que permitan obtener
la linealidad de esa curva y por consecuencia, la capacidad de un método analitico
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion

de un compuesto en una muestra (Danzer y Currie, 1998).

3.9.2. Ninhidrina

La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) es un oxidante energético que por una
desaminacion oxidativa de los aa conduce a la formacion del aldehido
correspondiente, con liberacion de amoniaco y gas carboénico y formacion de la

ninhidrina reducida o hidrindrantina (Berezov y Korovkin, 1992).

3.9.3. Reaccion de la ninhidrina

Para la valoracion cuantitativa de cantidades muy pequefias de aa se hace uso de
la reaccion de la ninhidrina; el primero en realizar estudios de andlisis de aa fue
Moore y Stein, (1948), quien se enfocd en el desarrollo del reactivo de ninhidrina
para realizar la determinaciébn de aa, y este encontr0 que la presencia de
ninhidrina reducida en la solucién es importante si se puede obtener el color
parpura (Moore y Stein, 1948/1954; Spackman et al., 1958; Bidlingmeyer et al.,
1984). Y que puede ser leido espectrofotométricamente a longitud de ondas de
570-440 nm (Moore y Stein, 1948/1954; Moore, 1968).

En dicha reaccion cada aminodacido reacciona con 2 moléculas de Ninhidrina (que
actian como agente y oxidantes). La primera Ninhidrina oxida al aminoéacido y
forma NHs, CO2, grupo aldehido (R-COH) y Ninhidrina reducida (Hidrindantina). La
segunda Ninhidrina reacciona con el NHs y la Ninhidrina reducida para formar el

complejo coloreado purpura (Ruhemann, 1910a y 1910b /1911a y 1911b;
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Abderhalden y Schmidt, 1913; Harding y Warenford, 1916; Grassmann y Von
Arnim, 1934; Van Slyke y Hamilton, 1943; Morrell, 1944; MacFadyen, 1950;

MacFadyen y Fowler, 1950; Troll y Cannan, 1953; Yemm y Coocking, 1955; West,
1965; Friedman, 2004).
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Figura N° 12. Reaccion de la Ninhidrina. Tomado de Van Holde (2004).
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4. Materiales y métodos

4.1. Animales de experimentacién

Para el experimento se usaron camarones L. vannamei, donados al Laboratorio de
Investigaciones Marinas y Acuicolas (LIMA) del Departamento de Acuicola por la
empresa FARALLON AQUACULTURE S.A. de la ciudad de Leon, Nicaragua el 4
de julio del afio 2016, en edad de PL12.

Se cultivaron en pilas de concreto de 20.43 metros cuadrados (m?), a una
densidad de siembra de 39 organismos/m?, se les proporcion6 aireacién constante
y alimento artificial (Bio-camaronina 25% de proteina) hasta llevarlos a un peso

entre 8-10 gr para la experimentacion.

4.2. Disefio experimental

Para la realizacion de esta investigacion se extraj0 agua en la zona de Las
Peiiitas, Ledn, con una bomba axial (Marca JHHG-53HL de 5 caballos de fuerzas
(HP)). Se us6 un filtro de arena silica para retener particulas mayores a 100
micras, y luego el agua fue depositada en el reservorio principal. Posteriormente,
el agua se trasladd a un reservorio secundario con capacidad de 500 litros (L) para
distribuirla a los dispositivos experimentales. A todos los dispositivos
experimentales se les realizé recambios de agua del 100% diario y se mantuvieron

con aireacidon constante.
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Figura N° 13. Distribucién de los dispositivos experimentales durante la realizacién del trabajo
investigativo.

Los camarones se distribuyeron en 6 tanques plasticos de 0.40 m? (n=10) y se
mantuvieron por un periodo de 1 semana para lograr su aclimatacién. Cada

tanque se correspondia de la siguiente manera:

Tabla N° 2. Distribucién de tiempo de los tanques durante el experimento.

Hora Tanques Observaciones
experimentales

00:00 Tanque control Camarones en ayuno, con niveles
basales de aminoacidos.

02:00 T1 Camarones alimentados 2 horas
previas a la toma de muestra.

04:00 T2 Camarones alimentados 4 horas
previas a la toma de muestra.

06:00 T3 Camarones alimentados 6 horas
previas a la toma de muestra.

08:00 T4 Camarones alimentados 8 horas
previas a la toma de muestra.

10:00 T5 Camarones alimentados 10 horas
previas a la toma de muestra.
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4.3. Tomade muestras

Para la extraccion de las muestras a todos los camarones se les dejé por un
periodo de 12 horas en ayuno. Se tomaron las muestras al grupo control y al
mismo tiempo se alimentaron los tanques (T1, T2, T3, T4 y T5) por un lapso de 30
minutos (min). Posteriormente cada 2 horas se realizo la toma de muestra a los

tanques hasta llegar a las 10 horas de muestreo.

4.3.1. Extraccion de hemolinfa

Los camarones L. vannamei fueron suavemente extraidos de los tanques
experimentales y colocados en una toalla con el fin de eliminar el agua en exceso,
se pesaron y se extrajo la hemolinfa usando una jeringa heparinizada de un 1
mililitros (mL) en la base del quinto par de pereiopodos, evitando que la muestra
se mezcle con el aire durante la succion. A todas las muestras de hemolinfa se

conservaron sobre hielo a 4°C, hasta su posterior analisis en laboratorio.

4.3.2. Extraccion de hepatopancreas y musculo

A cada camardn se le hizo un corte superficial lateral a nivel del cefalotorax, se
extrajé el hepatopancreas y se depositdé en un vial Eppendorf y se refrigeré a 4°C.
Seguido, se hizo un corte del segundo segmento abdominal, se colocé en un vial

Eppendorf y se coloco en hielo a 4°C.

Posteriormente las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Fisiologia
Animal, las muestras de hemolinfa fueron procesadas inmediatamente y el

hepatopancreas y musculo se guardaron a -30°C, hasta su posterior analisis.

De las muestras de hepatopancreas, hemolinfa y musculo se tomaron

submuestras para la determinacion de los niveles de aa libres.
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4.4, Analisis de muestras

4.4.1. Obtencion de plasma

La hemolinfa se desproteinizo con acido perclérico (PCA) 0.6 normalidad (N), con
el objetivo de inhibir el proceso enzimatico que puede generar el consumo de
glucosa y aa para la generacion de energia y se neutralizaron con bicarbonato de
potasio (KHCOs) 1 N. Luego se homogenizd cada vial en el vortex FISHER
SCIENTFIC modelo 945404 por unos 5 segundos, se centrifugd a 8,000
revoluciones por minutos (rpm) durante 10 min para precipitar los cuerpos
celulares. Se tomé el sobrenadante y se volvié a centrifugar a 13000 rpm durante
4 min para la precipitacion de las proteinas. Posteriormente, se tomé el

sobrenadante para su analisis.

4.4.2. Preparacion de muestras de hepatopancreas y musculo

Se tomd la muestra, se realizé un corte y se homogenizé con el sonicador
UP200H con PCA 0.6 N, tras la sonicacion se afiadio KHCOs 1 N. Se tomaron las
muestras y se centrifugaron a maxima velocidad 13,000 rpm durante 4 min, se

obtuvo el sobrenadante para luego realizar su respectivo analisis.

4.4.3. Analisis de las muestras de hepatopancreas, hemolinfa y musculo

Una vez que las muestras fueron preparadas, se procedié a realizar el andlisis de
los niveles de aa libres en plasma, usando el método colorimétrico de la Ninhidrina
(Moore, 1968).

Para desarrollar la curva estandar se usO L-alanina. Previo a las lecturas de
absorbancia, la microplaca se agito por 5 min y se procedié a colocarla en la
estufa J.P Selecta, modelo DIGITHEAT 150 L por 30 min a temperatura de 75 °C.
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Seguido se introdujo en el lector de microplacas (Bio Tek ELx 800) para obtener la

lectura de absorbancia a 570 nm.

En cada ensayo experimental las muestras siempre se analizaron en paralelo con
la curva de calibracion dentro de la microplaca; a partir de la cual se extrapolaron

los valores de concentraciones de las muestras.

45. Andlisis de datos

Los datos obtenidos durante la realizacion del experimento se muestran como
media de * Error Estdndar de la Media (E.E.M.) de cada grupo y las diferencias
entre ellos se evaluaron mediante un Analisis de varianza con un factor (ANOVA)
de una via. Tras los andlisis de varianza se realizo, el test de comparaciones
multiples de Student Newman Keuls. En todos los casos el nivel de significacion
se establecié con un valor de P<0.05. Previamente a estas pruebas estadisticas,
se analizaron los datos mediante una prueba de normalidad (Shapiro-Wilks) y de
homogeneidad de varianzas (prueba C de Cochran). Para determinar la relacién
de las fluctuaciones de los niveles de aa en hemolinfa y los dos tejidos

muestreados se utiliz6 el estadistico de correlacion de Pearson.
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5. Resultados

5.1. Niveles de aminoacidos en hepatopancreas tras la ingesta de alimento

En la Figura N° 14 se observan los niveles de aminoacidos en hepatopancreas.
Los niveles mas altos se presentaron a las 2 y 10 horas (52.18 milimolar (mM) y
58.37 mM, respectivamente)) mientras que los niveles mas bajos se observaron
en el grupo control (en ayuna) y 8 horas (39.92 mM y 34.84 mM, respectivamente),

tras la ingesta de alimento.
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Figura N° 14. Niveles de aminoacidos en hepatopancreas tras ingesta de alimento en camarones
L. vannamei. Cada valor se corresponde a la media + E.E.M., n=10. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.2. Niveles de aminoacidos en la hemolinfa tras ingesta de alimento

De manera general, los niveles de aminoacidos muestran tendencia creciente de
la concentracion en el tiempo. A las 4 horas se observan diferencias significativas
con respecto al grupo control, posteriormente, a las 6 horas se observa un
incremento significativo que se mantiene hasta la finalizacion del experimento
(Figura N° 15).
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Figura N°15. Niveles de aminoacidos en la hemolinfa tras ingesta de alimento en camarones L.

vannamei. Cada valor se corresponde a la media + E.E.M., n=10. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.3. Niveles de aminoacidos en musculo tras ingesta de alimento

De manera similar a lo observado en hepatopancreas, en musculo los niveles de
aminoé&cidos incrementan significativamente en las primeras 2 horas tras la
ingesta de alimento. Sin embargo, a diferencia del comportamiento observado en
hepatopancreas, en este tejido la concentracion de aminoacidos permanece
constante hasta las 6 horas tras ingesta, decreciendo al nivel del grupo control a
las 8 horas (Figura N° 16).
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Figura N° 16. Niveles de aminoacidos en musculo tras ingesta de alimento en camarones L.
vannamei. Cada valor se corresponde a la media + E.E.M., n=10. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.4. Niveles de aminoé&cidos en hepatopancreas y musculo durante el
tiempo (0, 2, 4, 6,8y 10 horas)

Antes de la ingesta de alimento, el tejido hepatopancreatico presenta mayor
concentracion de aa por gr de tejido que el tejido muscular, a las 2 horas de haber
ingerido alimento se observa un incremento de la concentracion de aa en ambos
tejidos. Sin embargo, la pendiente de crecimiento en el tejido muscular es mayor
que la observada en la glandula digestiva, lo que permite que a las 4 horas los

niveles de aa sean similares en ambos tejidos.

Entre las 4-6 horas se observa una ligera tendencia de decrecimiento-crecimiento
de los niveles de aa hepatopancreas-musculo que conlleva no observar

diferencias significativas de las concentraciones en ambos tejidos.

A las 8 horas de la ingestidbn, ambos tejidos presentan disminucién de la
concentracion de aa libres, destacando el tejido muscular con un ritmo mayor de
decrecimiento que el tejido hepético, lo que propicia que, en ese periodo de
tiempo, la concentracion de aa libres en musculo sea significativamente menor

gue la observada en hepatopancreas.

Posteriormente, a las 10 horas se observa tendencia creciente de las
concentraciones en ambos tejidos; destacando el tejido hepatico con una
pendiente de crecimiento mayor que el tejido muscular, lo que permite mantener
diferencias significativas de la concentracidon de aa libres entre ambos tejidos
(Figura N° 17).
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Figura N° 17. Niveles de aminoéacidos en hepatopancreas (hp) y musculo (mus) durante el tiempo
(0, 2, 4, 6, 8 y 10 horas). Cada valor se corresponde a la media = E.E.M., n=10. Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos. Cada numero seguido de la letra “h” indica
tiempo en horas.
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5.5. Correlacion de los niveles de aminoécidos presentes entre
hepatopéncreas, hemolinfa, y masculo

De manera general se observa correlacion positiva con un nivel de significancia de
P<0.05 entre el tejido hepatopancreatico y muscular, no observandose.
Correlacion de la fluctuacion de los niveles de aa libres entre la hemolinfa y ambos
tejidos. Al analizar los valores de correlacion entre los tejidos hepatopancreas-
musculo en las primeras 8 horas se observa mayor valor de correlacion (Tabla 3)

que al analizar la tendencia a las 10 horas de duracion del experimento (Tabla 4).

Tabla N° 3. Correlacion de los niveles de aminoacidos en hepatopancreas, hemolinfa y musculo
tras ingesta de alimento hasta las 8 horas.

Musculo Hemolinfa
Hepatopancreas | R% 0.594 (Coeficiente de R2: -0.0692
Correlacion) P=0.640
P=0.0000109 (Valor de P) N= 48
N= 47 (Numero de Pruebas)
Musculo R?: -0.0900
P=0.547
N= 47

Tabla N° 4. Correlacion de los niveles de aminoacidos en hepatopancreas, hemolinfa y musculo
tras ingesta de alimento hasta las 10 horas.

Musculo Hemolinfa
Hepatopancreas | R% 0.462 R2:0.0790
P= 0.000381 P= 0.555
N= 55 N= 58
Mdusculo R2: -0.0770
P=0.576
N= 55
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6. Discusioén

6.1. Caracterizacion preliminar del estudio

El camaron L. vannamei (Boone, 1931) es considerado uno de los més
importantes organismos usados en la acuicultura de América (Ogle et al., 1992).
Por tal razdn, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la curva de aa
tras la ingesta de alimento. Debido a que los camarones requieren de dietas con
un alto contenido de proteinas para realizar la mayoria de funciones metabolicas
(Brito et al., 2001; Cuzon et al., 2004). La obtencién de las reservas energéticas a
través del alimento y la efectiva distribucion de los requerimientos nutricionales,
esenciales para el mantenimiento y crecimiento de los peneidos es una habilidad
que depende de la incidencia de los factores fisioldégicos y ambientales (Rosas et
al., 2001b). Varios investigadores han realizados trabajos sobre la digestibilidad
del alimento en L. vannamei y la capacidad de liberar enzimas digestivas idoneas
para degradar las macromoléculas proteinicas en aa libres, en el intestino medio
del camar6n (Smith et al.,, 1985; Akiyama et al., 1991). Bajo ese contexto, el
experimento se disefid para obtener evidencias (bajo nuestras condiciones
experimentales) sobre la dindmica fluctuante de las concentraciones de aa en
hepatopancreas, hemolinfa y musculo, en un periodo de 10 horas tras la ingesta

de alimento.

6.2. Comportamiento de las fluctuaciones de los niveles de aminoé&cidos

6.2.1. Hepatopancreas

Nuestros resultados muestran que, a las 2 horas de haber ingerido alimento, el
camaron presenta un incremento significativo de los niveles de aa en el
hepatopancreas, con respecto al grupo control, lo que coincide con la
especificidad de la glandula digestiva de los crustaceos decapodos de ejercer las
funciones de secretar enzimas digestivas y absorber nutrientes del alimento

digerido en el intestino medio (Rosas et al., 1995). Bajo nuestras condiciones
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experimentales las proteasas, tripsina y quimiotripsina pudiesen estarse liberando
de manera normal, especificamente la enzima tripsina que juega un papel central
en la digestién de proteina en la mayoria de los crustaceos (Muramatsu y Morita,
1981; Johnston, 2003; Celis-Guerrero et al., 2004; Perera et al.,, 2008). Varios
autores han sugerido que la actividad de la tripsina podria aumentar como
consecuencia de un mecanismo de ajuste al bajo contenido de proteinas de la
dieta o de la baja disponibilidad de proteina dietética debido a la digestibilidad
relativamente pobre, asi como por la estimulacién directa por parte de algun
componente activo presente en las algas (Muramatsu y Morita, 1981; Le Vay et al.,
1993; Rodriguez et al., 1994; Kumlu y Jones, 1995; Lemos y Rodriguez, 1998).

A partir de las 4 horas, se observa una tendencia decreciente de los niveles de aa
en la glandula digestiva que permanece hasta las 8 horas, situacion que sugiere la
actividad de absorcion-liberacién debido a que, en primera instancia, este 6rgano
absorbe los nutrientes y los distribuye a los diferentes tejidos, a través de la
hemolinfa (Rosa et al., 1995; Perera et al., 2010). En consecuencia, a las 8 horas
después de la ingesta, los niveles de aa son similares a la concentracion
observada en el grupo control, denotando que el hepatopancreas, aunque esta
absorbiendo, no retiene en su totalidad los nutrientes sino que los asimila o libera
a la hemolinfa para el funcionamiento metabdlico de todas las células (Cuzon et
al., 2004).

Pasadas las 8 horas, nuestros resultados muestran un incremento de los niveles
de aa en hepatopancreas que difieren significativamente del grupo control,
correspondiéndose con lo observado en la hemolinfa, donde los niveles de aa
presentan su maxima concentracién entre las 6-10 horas. En consecuencia, en
ese periodo de tiempo, la liberacién de aa del hepatopancreas incrementa los
niveles en hemolinfa debido a que el tejido muscular podria estar presentando
poca demanda de ese metabolito energético, lo cual favorece que los aa

absorbidos por la glandula digestiva queden retenidos para la formacién de otras
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moléculas (Seitz et al., 1980; Moon, 1988; Lallier y Walsh, 1991; Van Wormhoudt y
Sellos, 1996).

Nuestros resultados coinciden con lo encontrado por otros investigadores sobre el
comportamiento fisiologico de la glandula digestiva, usando técnicas
respirométricas. Sus reportes indican que la actividad de asimilacion de la
glandula digestiva inicia 6 horas después de la actividad alimentaria en Penaeus
semisulcatus (Al Mohama y Nott, 1987; Rosas et al., 1995). Por tanto, dado que
nuestros resultados son compatibles con lo observado en esos estudios, podemos
sugerir que la mayor concentracion de aa en la glandula digestiva, tras las 8 horas
de la ingesta de alimento, podria deberse a la poca demanda en los diferentes
tejidos. Es mas, hay evidencias que sugieren que el tiempo transcurrido podria
reflejar una actividad respiratoria mas alta en la glandula digestiva y que la
asimilacion habiendo comenzado 2 horas después de la ingesta de alimentos

podria alcanzar el pico 6 horas después de la alimentacion (Rosas et al., 1995).

6.2.2. Hemolinfa

Nuestros resultados coinciden con otros estudios donde se reporta el incremento
de la concentracion de metabolitos energéticos tras una hora de ingesta y que el
incremento de aa libre en decapodos es comparable al de los vertebrados (Dall,
1975; Chen et al., 1994). De manera similar, los datos obtenidos en hemolinfa
muestran un incremento de la concentracién en el tiempo, a diferencia de lo
observado en hepatopancreas. Se nota claramente que los niveles de aa
muestran una ligera tendencia a incrementar con respecto al grupo control a las 2
horas de haber ingerido el alimento, sugiriendo que, aungque el hepatopancreas
este liberando aa hacia la hemolinfa, esta no los retiene y los pasa directamente a
todas las células de los diferentes tejidos, y es hasta que se satisfacen las
necesidades de los tejidos, que inicia (a las 4 horas) la acumulacion de este

metabolito energético, similar a lo observado por Gellissen y Spindler, (1991);
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Wieser et al., (1992); Lehnert y Johnson, (2002). Comportamiento que denota el
papel fundamental de la hemolinfa en la distribucibn de los metabolitos
energéticos (Miller et al., 1973; Kormanik y Cameron, 1981a y 1981b; Claybrook,
1983) o como efectores auxiliares en la regulacion de la presion osmatica
(Rodriguez, 1981; Diaz-Herrera et al., 1992; Diaz-Herrera et al., 2001; Lemaire et
al., 2002).

6.2.3. Mdusculo

El metabolito energético principal para el funcionamiento nutricional de los
crustaceos, es el aa (Smith et al., 1985; Ezquerra et al., 1997; Akiyama et al.,
1991; Chen, 1998; Lemos et al., 2000). Sin embargo, cuando el organismo se
encuentra en situaciones de estrés utiliza glucosa como combustible principal
producto de la degradacion del glucégeno hepatopancreético (Kanazawa et al.,
1971; Akiyama et al., 1991; Jobling, 1993). El uso de glucosa también puede estar
condicionado por la desaminacion de los aa a piruvato y seguir la ruta
gluconeogénica (Claybrook, 1983; King et al., 1985; Regnault, 1986; Coon y
Stumpf, 1990) via Oxalacetato-PECPK-glucosa (Racotta y Hernandez, 2000;
Rosas et al., 2000; Rosas et al., 2001a).

Nuestros resultados muestran que L. vannamei incrementa significativamente los
niveles de aa en musculo tras las primeras 2 horas de ingesta de alimento,
coincidiendo con lo observado en la mayoria de especies de crustaceos y
teledsteos (Bedford y Leader, 1977; Camien et al., 1951; Wieser et al., 1992). Por
lo tanto, es de considerar el funcionamiento de liberacion de enzimas y absorcién
de aa por la glandula digestiva (Rosas et al., 1995; Johnston, 2003); y la rapida
distribucion de los aa hacia los tejidos musculares via hepatopancreas-hemolinfa-
musculo. (Hirsch y Jacobs, 1930; Gibson y Barker, 1979; Dall et al., 1990; Rosas
et al., 1995; Ceccaldi, 1998).
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De manera similar a lo observado en el comportamiento de la curva de glucemia
en muasculo de L. vannamei (datos no publicados por nuestro laboratorio) la curva
de aa presenta un incremento significativo con respecto al control en las primeras

2 horas y se mantiene hasta las 6 horas de haber ingerido alimento.

En mdsculo, los niveles de aa presentan un comportamiento similar al de
hepatopancreas debido a que después de la digestion-absorcion-liberacion en el
intestino medio, son distribuidos directamente al tejido muscular para sustentar las

demandas energéticas (Gellissen y Spindler, 1991; Lehnert y Johnson, 2002).

En ese sentido nuestro trabajo concuerda con los resultados obtenidos por Shaw,
(1958); Robertson, (1961); Stimpson, (1965); Butler, (1968); Narasimhan y
Sundararaj, (1971); Machado et al., (1988) con respecto al comportamiento de la

dinamica fluctuante de los niveles de aa en el tejido muscular de los peneidos.

6.3. Relaciéon del comportamiento de las concentraciones de aminoacidos

en tejido y hemolinfa

Considerando que la ruta metabdlica de los aa (digestidn-absorcion-liberaciéon) es
llevada a cabo por la glandula digestiva de L. vannamei (Al Mohama y Nott, 1987;
Beamish y Trippel, 1990; Ceccaldi, 1998) y que la hemolinfa distribuye los
nutrientes a todos los tejidos, incluido el masculo, nos dispusimos a evaluar la
fluctuacién de los niveles de aa en un periodo de 10 horas tras la ingesta de

alimento.

Nuestros resultados indican que existe correlacion positiva entre la fluctuacion de
los niveles de aa en hepatopancreas y musculo con P<0.05, lo cual denota la
relacion entre ambos tejidos. Por consiguiente, el presente estudio concuerda con
lo reportado por otros autores sobre el funcionamiento de la glandula digestiva y la
capacidad de acumulacion de los aa en el tejido muscular (King et al., 1985;
Regnault, 1986; Al Mohama y Nott, 1987; Beamish y Trippel, 1990; Lovett y Felder,
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1990; Bautista et al., 1994; Rosas et al., 1995; Ceccaldi, 1998; Cuzon et al., 2004).
En el musculo de L. vannamei la pendiente de crecimiento de la concentracién de
aa, en las primeras 6 h, es mayor a la observada en el hepatopancreas, y una vez
que los niveles de aa en hepatopancreas y mduasculo presentan similares
concentraciones, en el tejido muscular se observa un descenso significativo de la
concentracion de aa libres con respecto a la glandula digestiva. Situacion que
resulta légica debido a que el hepatopancreas en su primera etapa libera
proteasas-absorbe nutrientes-libera nutrientes y posteriormente el fenémeno es
absorcion de nutrientes-acumulacion (Pierce, 1982; Beamish y Trippel, 1990; Du-
Preez et al., 1992; Chakraborty et al., 1992; Lignot et al., 1999; Rosas et al., 2002;
Pascual et al., 2004). La correlacion entre el comportamiento de la concentracion
de aa en musculo-hepatopancreas es mayor entre 0-8 horas que entre 0-10 horas,
coincidiendo con lo reportado por otros autores sobre la especificidad de la
glandula digestiva de acumular altas concentraciones de aa (Seitz et al., 1980;
Moon, 1988; Lallier y Walsh, 1991; Van Wormhoudt y Sellos, 1996).
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7. Conclusiones

En la glandula digestiva, hemolinfa y musculo de L. vannamei los niveles de aa
presentan una tendencia de incremento y correlacion de los niveles de aa, tras la

ingesta de alimento, de la siguiente manera:

1) En hepatopancreas la concentracion de aa se incrementa significativamente en
las primeras 2 horas de haber ingerido alimento, a las 4 horas retorna al nivel
basal y se mantiene hasta las 8 horas. Posteriormente, a las 10 horas experimenta
un crecimiento significativo de la concentracion de aa similar al observado a las 2

horas tras la ingesta de alimento.

2) En hemolinfa la concentracion de aa incrementa significativamente a las 4 horas
de haber ingerido alimento. Posteriormente, a las 6 horas experimenta un
incremento significativo mayor a la concentracion de aa observada a las 4 horas

gue se mantiene hasta las 10 horas.

3) En musculo, tras la ingesta de alimento, la concentracion de aa presenta un
incremento significativo a las 2 horas, se mantiene constante hasta las 6 horas y

posteriormente retorna al nivel basal.

4) Existe correlacion positiva (P<0.05) de la fluctuacién de los niveles de aa entre
musculo y hepatopancreas. El indice de correlacion es ligeramente mayor en el
periodo de cero a ocho horas que de cero a diez horas, situacion debida al
incremento significativo de la concentracion de aa que ocurre en el

hepatopancreas tras 10 horas de la ingesta de alimento.

5) No se observé correlacién con nivel de significancia (P<0.05) entre hemolinfa y

los tejidos de estudio.
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8. Recomendaciones

e Realizar estudio con mayor cantidad de tiempo para determinar el periodo
en que la concentracion de aa llega a los niveles basales en
hepatopancreas, hemolinfa y muasculo del camarén L. vannamei. Esto
permitird conocer un poco mas el proceso fisiologico del camarén, bajo
nuestras condiciones ambientales, para su aplicacion en la practica

acuicola.

e Promover temas relacionados a nuestro estudio, en afios tempranos de la
carrera de ingenieria acuicola para que fortalezcan mas el conocimiento

sobre la fisiologia de especies acuicolas, en este caso camarones.

e Hacer foros con las empresas acuicolas de Nicaragua para explicar la
importancia de este tipo de estudio; para asi dar un seguimiento mas
especifico y especializado que nos pueda brindar resultados mas sélidos y

gue le permitan a las empresas tener mejores rendimientos productivos.
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