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ABSTRACT 

The use of attractants in formulated feed has become paramount to economic success 

due to the need to optimize feed conversion rates by maximizing consumption and reducing 

feed waste to iower production costs. Taking into account the importance of attractants we 

have carried out a series of experiments oriented to evaluate natural molecules, two biogenic 

amines (Putrescine and Cadaverine) and two sexual pheromones (crab urine and freshwater 

shrimp urine) compared with products of reference proved to be major attractants such as 

squid extracts, a commercial attractant known for its quality, and a basal diet designed to be 

non attractant. Results were obtained by three different approaches. First, we have performed 

a laboratory bioassay consisting in measuring the time that lasted an animal in presenting 

different alimentary stages (perception, orientation, movement, arrival, ingestion). A second 

approach was achieved in a commercial farm, in order to test the performance of the 

attractants in presence of other stimulii and in conditions of water movement that may imply a 

rapid dilution of the attractants. The test consisted in placing a certain quantity of feed in a 

tray, this was submerged in a cage (lm3) in which we have placedlO animals (5 males and 5 

females) of 20 gr. mean weight. The tray was lifted at different times (10, 20, 40, and 80 

minutes) and the number of pellets left was counted. Three replicates were done for each 

treatment. A third approach consisted in incoprporating an antibody in the feed; following a 

methodology similar to the above mentioned we have collected hepatopancreas at different 

times. Later we have executed immunodifusions tests to assess the actual ingestion of the feed. 

The results obtained from the different tests show that the Cadaverine included at 0.2% was 

rated as the besi attractant. On the other hand the crab and freshwater shrimp urine have 

shown good results only with males, so their utilization could be recommended for 

monosexual cultures. 



RESUMEN 

El uso de atractantes en la formulación de alimentos balanceados para crustáceos ha 

adquirido una gran importancia debido a las ventajas que representa su empleo, las cuales se 

reñejan tanto en la disminución de los costos de producción como en la optimización de la tasa 

de conversión alimenticia, dando como consecuencia una mayor rentabilidad en el cultivo. 

En el presente trabajo se probó la capacidad de atracción que presentan dos feromonas 

sexuales (de langostino y de jaiba), y dos aminas biogénicas (Putrescina y Cadaverina), 

adicionalmente se utilizaron como referencia dos testigos positivos, un atractante comercial 

(,Langobuds), asi como un extracto hidroalcoholosoluble de calamar y un testigo negativo 

(dieta a base de soya, considerado antiatractante y antipalatable). 

La metodología utilizada se dividió en tres etapas, la primera consistió en un bioensayo 

de quimioatracción en laboratorio, consistente en medir el tiempo que tarda el organismo en 

presentar las diferentes fases alimenticias (percepción, orientación, movimiento, arribo al 

alimento e ingestión) despues de introducir el atractante a probar en un acuario. 

La segunda etapa se realizó en una granja comercial de langostino y sirvió para 

demostrar si los atractantes estimulaban la ingestión del alimento en presencia de otros 

estimulos químicos. Para este efecto, en jaulas de un metro cuadrado se colocaron 10 

individuos de un peso promedio de 20 gramos, a los cuales se les ofreció una cantidad 

determinada de alimento peletizado con el atractante a probar y se contabilizó el consumo de 

estos a diferentes tiempos (10, 20, 40 y 80 minutos). El testigo negativo utilizado en esta fase 

filé el alimento que normalmente utilizaban en la granja, esto con el fin de comparar el 

beneficio potencial de la utilización de los atractantes. 

La tercera etapa consistió en un ensayo inmunológico para lo cual fué necesario la 

obtención de anticuerpos contra Artemia salina, los cuales fueron agregados al alimento que 

fue ofrecido a los langostinos en la misma granja comercial. Para corroborar la ingestión del 



alimento, en cada uno de los diferentes tiempos (10, 20, 40 y 80 minutos) se colectaron 

hepatopancreas los cuales fueron congelados y trasladados al Laboratorio de Maricultura, 

donde se realizó la técnica de Inmunodifusión radial simple, para constatar la ingestión del 

alimento. 

Los resultados obtenidos en las primeras dos fases revelan que existen diferencias 

significativas entre los tratamientos (atractantes) probados y que entre los mejores destacan la 

Cadaverina, la Putrescina, aún por encima del "Langobuds" y el Extracto 

Hidro-Alcoholosoluble de Calamar. Por otra parte, las orinas de langostino y de jaiba 

presentaron buenos resultados pero solo con organismos machos por lo que su utilización 

podría avocarse a cultivos monosexuales de langostino. 

Mediante el método inmunológico se confirmó la mayor ingestión de alimento 

conteniendo Cadaverina y Putrescina, lo cual confirma los resultados obtenidos en las fases 

anteriores. 



/.- INTRODUCCION 

La necesidad de optimizar las tasas de conversión alimenticia y de reducir los 

problemas asociados con la acumulación de sedimentos orgánicos en los estanques, han sido 

identificados como algunos de los puntos más importantes para lograr disminuir los costos de 

producción en las empresas acuícolas. Para este efecto, es esencial adoptar medidas que 

permitan preservar un ambiente adecuado para el buen desarrollo de los organismos en cultivo 

y, al mismo tiempo, disminuir el posible impacto ambiental en la zona en donde son liberados 

los efluentes (Boyd y Tucker, 1995). 

Una alternativa viable para solventar este tipo de problemas consiste en la adición de 

atractantes a las dietas comerciales, propiciando de ésta manera que el animal localice 

rápidamente el alimento, lo que conlleva a aumentar la probabilidad de ingestión, favoreciendo 

así la reducción de las tasas de conversión alimenticia. Adicionalmente, esta medida implicaría 

disminuir la incorporación de ligantes en el alimento, cuya presencia puede resultar 

detrimental para la calidad del mismo (Mendoza, 1993a). 

Lo expuesto anteriormente responde a algunas de las necesidades de la industria 

acuícola, la cual viene exigiendo mejores alimentos en términos de atracción, para de esta 

forma asegurar la ingestión del mismo, ya que una dieta, por más completa que sea, si no es 

ingerida de inmediato o en un corto lapso de tiempo, es poco probable que se aproveche su 

valor nutricional. Asumiendo que una dieta contenga una mezcla ideal de proteínas, vitaminas 

y minerales, esta requiere que todo el alimento que se ofrece al organismo sea consumido, en 

la práctica esto raramente se cumple ya que una proporción de la dieta no es ingerida, lo cual 

reduce la tasa de conversión alimenticia de la dieta causando además una cierta contaminación 

en el agua. 



Por otra parte, debe considerarse que el alimento representa entre el 50 y el 60% de los 

gastos de producción en una granja de langostino, por lo que es de suma importancia buscar 

alternativas para que su valor nutricional sea aprovechado al máximo. 

No obstante que la inclusión de atractantes de buena calidad se considere definitiva 

para garantizar la ingestión de los alimentos en condiciones comerciales, dichas condiciones 

resultan ser a menudo adversas para la fácil localización del alimento, debido principalmente a 

la importante disolución de los atractantes en grandes volúmenes de agua y a la existencia de 

una gran variedad de moléculas con poder igualmente atractante presentes tanto en el bentos 

como en la columna de agua. 

Por otro lado, cabe remarcar la limitada investigación sobre la detección de 

comportamientos alimenticios y/o quimiorrecepción en crustáceos de agua dulce comparado 

con la existente para crustáceos marinos (Tierney y Dunham, 1982). 

Considerando el contexto anterior, el presente trabajo se orientó a demostrar el 

potencial de atracción de moléculas naturales hasta ahora nunca probadas, como lo son las 

feromonas y las aminas biogénicas en las dietas para langostinos. 



/ / . - ORIGINALIDAD 

Dentro de las aproximaciones utilizadas para investigar el papel de los atractantes, 

hasta la fecha no se ha experimentado ni con feromonas ni con aminas biogénicas. La mayor 

parte de las investigaciones realizadas se han restringido a evaluar extractos orgánicos y 

algunas moléculas puras. Esto ha originado que los productores de alimentos utilicen 

compuestos a los que se refieren como atractantes, encontrándose entre los más conocidos los 

siguientes: 

• Harina de pescado 

• Extractos solubles de pescados marinos 

• Harina de cabeza de camarón 

• Harina de calamar o aceite de hígado de calamar 

• Extracto Hidroalcoholosoluble de calamar 

Sin embargo, su inclusión como atractantes dentro de la formulación de los alimentos 

implica ciertos problemas debido a la variabilidad del producto, determinada a su vez por el 

tipo de proceso, la especie utilizada, el estado de la materia prima, etc. Por otra parte, no 

obstante que actualmente existen algunas moléculas cuyo potencial de atracción ya ha sido 

demostrado, tales como algunos amino ácidos y compuestos cuaternarios de amonio, su 

utilización es limitada ya que su empleo resulta oneroso (Holland y Borski, 1993). De aquí 

que la utilización de moléculas cuyo papel fisiológico es el de asegurar normalmente el 

comportamiento de atracción puede resultar una alternativa interesante y económica, debido a 

que la simplicidad de las moléculas caracterizadas como feromonas y las de las aminas 

biogénicas las harían fácilmente sintetizables (Gleeson, 1987). 



II!.- ANTECEDENTES 

CARACTERISTICAS DEL LANGOSTINO (Macrobrachuim rosenbergü De Man) 

Existen varias características que hacen de los crustáceos excelentes especímenes para 

el estudio de la quimiorrecepción y el comportamiento de búsqueda, entre las que destacan su 

fácil mantenimiento en laboratorio y la exhibición de un comportamiento alimenticio 

claramente definido (Zimmer-Faust, 1989). 

Uno de los crustáceos de agua dulce con mayor potencial de cultivo en México es el 

langostino Macrobrachium rosenbergii, el cual siendo originario de la región del Indo 

Pacífico, ha sido introducido en varios países, debido a las ventajas que presenta para su 

cultivo: tales como poca agresividad con respecto a otras especies de langostinos, rápido 

crecimiento, gran adaptabilidad y resistencia al manejo (Magallon, 1980). 

PRODUCCION 

En México, el cultivo comercial de langostino se inició en 1984 en los estados de 

Veracruz, Tamaulipas, Morelos, Colima y Jalisco. Para 1988 existían doce laboratorios 

productores de postlarvas con una capacidad instalada para 11 millones de postlarvas por año y 

46 unidades de produción de individuos de talla comercial con un espejo de agua de 214.6 has, 

alcanzando una producción de 133.62 toneladas (SEPESCA, 1990). Por su parte, New (1990) 

reporta que la producción de langostinos en México para el año de 1987 fue de 361 toneladas, 

la cual lo colocaba en segundo lugar entre los países productores de langostino de 

Latinoamérica y El Caribe, sólo superado por Brasil con 1,000 toneladas anuales. 

Es pertinente considerar que actualmente el 90% de la actividad acuícola está centrada 

en la producción de camarones peneidos debido a lo atractivo que resulta la exportación de 



este producto, sin embargo, hay recursos entre los crustáceos de aguas continentales con un 

enorme potencial aún no completamente explotado. 

En la actualidad existen muchos lugares en México donde se cultiva comercialmente el 

langostino y cada día es mayor el número de personas interesadas en esta actividad 

(Holtschmit, 1980). 

HABITOS ALIMENTICIOS 

El langostino Macrobrachium rosenbergii presenta hábitos alimenticios del tipo 

omnívoro, su alimentación normal incluye gusanos e insectos acuáticos, pequeños moluscos y 

crustáceos, cadáveres de peces y otros animales, semillas, frutas, algas, tallos y hojas suaves 

de plantas acuáticas. En estadio juvenil consumen cualquier tipo de materia orgánica, viva o 

muerta y cuando tiene suficiente hambre pueden recurrir al canibalismo (Ling, 1969; New, 

1990; Holtschmith, op. cit.\ SEPESCA, 1987) 

QUIMIORRECEPCION 

QUIMIORRECEPTORES 

Los quimiorreceptores de los crustáceos pueden ser divididos en función de su 

estructura, en astetascos y no astetascos (Ache y Derby, 1985). Los astetascos se encuentran 

exclusivamente en el flagelo lateral de las anténulas en donde se componen como mechones de 

sensillia enervados por múltiples células bipolares (400,000/antenula). Los axones de los 

receptores celulares forman el nervio antenular que se proyecta hacia el lóbulo olfatorio del 

protocerebro de los crustáceos. 

Estos quimiorreceptores parecen funcionar mediante la unión de moléculas 

estimuladoras y un sitio particular del receptor (Bauer et al., 1981). La unión resulta en la 



internalización de una corriente neta de sodio en el receptor, causando un potencial de acción 

que viaja a través de la neurona. 

Por otra parte, los movimientos antenulares desempeñan un papel significativo en la 

fisiología de la quimiorrecepción adaptándose al ambiente local al cual están expuestos los 

astetascos y causando cambios mecánicos en la posición de los receptores. En efecto, los 

movimientos de las antenas sirven para aumentar la exposición de los astetascos a los químicos 

propiciando la circulación del agua (Pearson et al., 1979). 

Cabe mencionar que la habilidad para percibir la presencia y calidad del alimento se 

debe considerar no sólo como una ventaja que poseen los organismos sino también como una 

estrategia energética, ya que se minimiza el tiempo de búsqueda y se maximiza la proporción 

neta de energía o nutrientes ingeridos. La decisión para alimentarse se realiza bajo la 

influencia de diferentes factores, tanto internos (nivel de inanición, dominancia social, sexo y 

estatus reproductivos), como externos (presencia de predadores o competidores), de acuerdo 

con Schmitt y Holbrook (1985). 

Atema (1977) menciona que los crustáceos poseen quimiorreceptores sensitivos en el 

primer par de antenas, la ñinción de estos varía de alguna manera en'relación con el sentido 

del olfato (receptores de distancia), y también poseen receptores en apendices y partes bucales 

que funcionan en el sentido del gusto (receptores de contacto). 

Aquellos quimiorreceptores más implicados con la búsqueda del alimento parecen 

localizarse en las anténulas especialmente asociadas con los astetascos o en los pereiópodos y 

también en los apéndices bucales e inclusive en el intestino anterior. 

En la Figura 1, se presenta un diagrama generalizado en donde se identifican los sitios 

sugeridos de los órganos quimiorreceptores. Estos se localizan principalmente en en el 

extremo anterior de los crustáceos, disminuyendo éstos en el abdomen. La mayor 



concentración se presenta en los flagelos de las anténulas, los dáctilos de los pereiópodos y las 

mandíbulas, maxilas y maxilípedos. 



CLASIFICACION 

Existe cierto grado de confusión en la clasificación de los estímulos químicos, por lo 

que muchos incitantes o estimulantes alimenticios han sido erróneamente identificados como 

quimioatractantes. Esto ha originado que muchos de los primeros reportes tengan un valor 

comparativo limitado debido a la inconsistencia en la metodología y a la pobre descripción de 

las condiciones del medio ambiente, la salud de los animales y la variabilidad individual 

(Derby y Atema, 1982). 

Según Lindsted (1970), Heinen (1980) y Mackie (1982) existen diferentes activadores e 

inhibidores del comportamiento alimenticio (Fig. 2). 

r (lejos del 
alimento) 

Atractantes 

Arrestantes 

(cerca del alimento) 
sunrpsanfr ffc» /0. . . • B f j t f a É É K j ^ ^ ^ ^ . (Sin respuesta) 

Incitante 

(rechazo del 
- alimento) 

Figura 2.» Lista de activadores e inhibidores del comportamiento alimenticio. 



Mucha de la información reportada en la literatura requiere ser evaluada, especialmente 

debido a que los criterios utilizados para estimar las respuestas de los animales no fueron los 

adecuados para reconocer los diferentes grados del comportamiento en respuesta a los 

químicos ya que consideramos que la detección no es equivalente de la atracción. 

Para describir de manera precisa y poder predecir las respuestas a un estimulante 

alimenticio, las diferentes clases de estímulos deben ser inicialmente clasificados, 

categorizándose entonces las respuestas comportamentales para cada estímulo específico. Estos 

comportamientos (Tabla 1) ya han sido identificados en los crustáceos (Lindstand, 1970; 

Mackie y Mitchel,1985; Lee y Meyers,1995). 

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

FASES CARACTERISTICA 
Orientación Fase durante la cual los químicos pueden actuar como atractantes, 

repelentes o arrestantes. 
Iniciación a 
alimentarse 

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

Continuación de 
la alimentación 

Los químicos pueden actuar como estimulantes o deterrentes. 

Terminación de la 
alimentación 

Los deterrentes actúan para detener la alimentación. 

Por otra parte, los mismos autores señalan que algunos estímulos químicos pueden ser 

detectados a distancia y en bajas concentraciones, mientras que otros funcionan por contacto 

directo de la fuente con el receptor, tal y como se muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2.- Detección de los estímulos químicos (Lindstedt, 1970). 

QUIMICOS DETECTADOS A 
DISTANCIA 

QUIMICOS DETECTADOS POR 
CONTACTO 

Atractantes Incitantes 
Repelentes Supresantes 
Arrestantes Estimulantes 

Deterrentes 



Además, se han descrito cuatro componentes básicos asociados con la quimiorrecepción 

para la mayor parte de las especies de crustáceos (Lee y Meyers, 1995): 

a) El movimiento de las antenas parece ser el más sensible asociado con la quimiorrecepción 

a distancia. 

b) Los movimientos de exploración realizados con los pereiopodos. Estos preceden 

normalmente a la locomoción y pueden servir para buscar una área inmediata, donde se 

localice su presa. 

c) Locomoción, la cual indica la real atracción o repulsión hacia el estímulo químico. 

d) Movimiento de las partes bucales, estas indican de manera general la estimulación 

alimenticia. 

Los comportamientos anteriores pueden tener una correlación fisiológica, ya que 

algunos estudios han indicado que antenas, pereiopodos y partes bucales están asociados con la 

quimioatracción a distancia, relacionados con la detección y locomoción y con la 

quimiorrecepción de contacto. 

FEROMONAS 

DEFINICION 

Las feromonas han sido definidas como aquellas sustancias que al ser secretadas al 

medio ambiente por un individuo y perecibidas por otro, regularmente de la misma especie, 

originan una reacción específica. Se ha reportado para un gran número de especies que las 

feromonas facilitan la cópula, ya que propician la atracción de los machos hacia las hembras o 

viceversa. Se sospecha que los sistemas olfatorios y gustatorios están involucrados, sin 

embargo, en la mayoría de los casos el sistema sensor involucrado no ha sido bien identificado 

(Pfeiffer, 1982). 



NATURALEZA 

El grado de avance en el conocimiento de las feromonas ha llegado a un punto en el 

que se puede generalizar acerca de su estructura molecular, así se sabe actualmente que los 

atractantes sexuales son en general compuestos que contienen entre 10 y 17 átomos de carbono 

y cuyo peso molecular varía entre 180 y 300 Daltons (Wilson, 1963, citado por Gleeson, 

1990). Son moléculas polares solubles en agua y alcohol, la actividad se preserva aún después 

de calentarla durante 15-20 minutos y se conserva durante meses a -20°C sin perder su 

actividad biológica. 

En lo que concierne a la estructura de las feromonas acuáticas, estas han sido 

pobremente descritas, con excepción de algunas hormonas esteroides y sus derivados 

glucoronoides (Carr, 1988), los cuales se encuentran entre los mejores ejemplos conocidos. 

La frecuente sincronización entre la muda y la cópula en ciertos crustáceos ha llevado a 

varios investigadores a proponer la ecdisona y sus derivados como atractantes sexuales, o al 

menos como componente de un complejo feromonal (Bauchau, 1986), sin embargo, 

experimentos posteriores no apoyan esta conclusión, ya que cuando se probaron cuatro 

ecdisonas con Homarus americanus ninguna de ellas estimuló un comportamiento sexual 

(Atema y Gogosian, 1973, citado por Bauchau, 1986). 

En otro experimento, Gleeson et al., (1983) demostraron que dos concentraciones de 

crustecdisona no estimulaban el comportamiento de cortejo en jaibas Callinectes sapidus. 

Gleeson (com. pers.), en un estudio para caracterizar la feromona sexual de la jaiba 

Callinectes sapidus , encontró que la molécula no poseía características físicas de un esteroide, 

siendo posible que fuera un péptido pequeño. 



ECOMONAS 

Las feromonas, al igual que los aleloquímicos forman parte de las ecomonas (Tabla 3). 

La particularidad de las feromonas es que éstas inducen respuestas intraespecíficas y se dividen 

en disparadoras o inductoras, dependiendo del tiempo en que tarda en presentarse el efecto y 

su implicación en la fisiología del organismo Feceptor. Contrariamente, los aleloquímicos al 

ser secretados por individuos de una especie al medio ambiente pueden ser percibidos por 

organismos de una especie diferente (respuesta interespecífica). Los aleloquímicos a su vez se 

dividen en alomonas y kairomonas en función del beneficio que pudiera obtener el organismo 

emisor o el individuo receptor respectivamente (Bauchau y Fontaine, 1984). 

Funcionalmente las feromonas, como se dijo anteriormente, permiten a los animales de 

la misma especie identificar a los congéneres con los cuales se van a aparear y a sus 

competidores alimenticios (Dunham, 1988), mientras que los aleloquímicos son utilizados para 

evitar a los predadores o a las presas potencialmente peligrosas, para identificar el ambiente 

adecuado en el cual se establecerán las larvas para su metamorfosis, además de indentificar 

recursos o simbiontes. 

Tabla 3.- Definición de las moléculas secretadas al medio ambiente por organsmos acuáticos (tomada de 
Bauchau y Fontaine, 1984). 

- • ' ECOMONAS 
FEROMONAS 
intraespecíficos 

ALELOQUIMICOS 
interespecificos 

DISPARADORAS INDUCTORAS ALOMONAS KAIROMONAS 

Efecto inmediato 
reversible sobre el 
comportamiento del 
organismo receptor. 

Efecto retardado que 
modifica la fisiología 
del organismo 
receptor. 

Beneficio para el 
organismo emisor. 

Beneficio para el 
organismo receptor. 

Alarma 
Sexual 
Agregación 
Territorio 

Maduración 
Inhibición 
Agregación 
Territorio 



ESPECIFICIDAD 

No todas las feroraonas promueven una atracción positiva, en efecto, algunas pueden 

actuar como repelentes. La s mismas feromonas que atraen hembras o machos y viceversa 

pueden actuar como repelentes en animales del mismo sexo, particularmente durante el período 

de alimentación (Daloze, et ai, 1980). 

Kittredge, et al. (1971) reportaron que la hormona de la muda de los crustáceos 

(¿>-ecdisona o crustecdisona) inducía el comportamiento precopulatorio en machos de las jaibas 

Pachygrapsus crassipes, Cáncer antennarius y C. anthonyi. Un fenómeno que cabe señalar es 

que la hormona liberada por las hembras de P. crassipes fué capaz de estimular el 

comportamiento de cortejo en C. antennarius de manera interespecífica, e igualmente se 

encontró que los machos de Cáncer magister fueron excitados por la feromona de Cáncer 

productus. En base a lo anterior concluyeron que podían existir feromonas con acción 

interespecíficas 

De la misma manera, no obstante que se ha venido considerando que la percepción de 

feromonas esta mediada por receptores específicos. Recientemente se han reportado otras 

posibilidades de acción interespecífica, como lo demuestra un estudio hecho con la feromona 

de agregación de Triatoma mazzotii, (aislada a partir de las heces de este insecto) que funciona 

con varias especies estudiadas T. mazottii, T. longipennis, T. phillosoma, T. pallidipennis, T. 

barben y T. prolixus (Rojas, et al., 1990). 

ATRACCION DE AMBOS SEXOS 

Uno de los posibles argumentos en contra de la utilización de las feromonas como 

atractantes alimenticios podría ser que éstas únicamente atrajeran a ejemplares de un sólo sexo, 

sin embargo, últimamente se ha comprobado que ciertas feromonas sexuales, como las de las 

hembras del anélido Platynereis dumerlii pueden actuar tanto con machos como con hembras 



(Zeeck, et.al., 1991). Igualmente se ha demostrado que las feromonas de insectos del género 

Triaíoma funcionan como atractantes para ambos sexos (Rojas et al., 1990). 

En el caso de la langosta son las hembras y no los machos las que se activan en la 

selección sexual, ya que buscan a los machos maduros en sus madrigueras, de aquí que las 

feromonas tanto de machos como de hembras tengan una doble función de reconocimiento 

(Atema y Cowan, 1986). 

OBTENCION 

Hasta el momento, los métodos para la obtención de las feromonas se han basado en 

extracciones en las que se emplean organismos completos. Esto implica obviamente la 

utilización de un número elevado de individuos para obtener apenas una cantidad suficiente de 

feromona. Sin embargo, para muchas especies el mejor método consiste en extraer las 

feromonas directamente de las glándulas en las cuales se producen o almacenan, o bien, en su 

defecto extraer el fluido en el cual se secretan, lo que reduce el número de organismos 

necesarios para su colecta (Nordlund, 1981). 

En el caso particular de los crustáceos, algunos de los principales estudios se han 

centrado en la extracción de feromonas sexuales que son liberadas por medio de la orina. Esto 

se ha investigado con detalle en las hembras de Carcinus maenas durante la fase de premuda 

copulatoria1. Dicha feromona es percibida por los centros quimiorreceptores localizados en las 

anténulas de los machos. Se han postulado los órganos excretores (glándula verde), como el 

sitio más probable de síntesis (Fig. 3), ya que análisis de hemolinfa y otros órganos resultan 

sin actividad (Fontaine, et al., 1989). 

1 La fase de premuda copulatoria ocurre justo antes de la muda, durante esta fase las hembras liberan una 
feromona para atraer a los machos a fin de que estos las protejan, debido a que en ese momento presentan un 
exoesqueleto mu> blando por lo cual pueden ser presa fácil de otros organismos o de sus congéneres. Este 
comportamiento juega un papel importante en la reproducción ya que es justo en el momento en que acaban de 
mudar cuando se lleva a cabo la cópula (siempre se reproducen una hembra "blanda" con un macho "duro"). 



Este aspecto ha sido corroborado en ejemplares de jaiba azul (Callinectes sapidus), en 

la cual se ha constatado que la orina de las hembras es la ruta potencial de liberación de la 

feromona al medio ambiente. Experimentalmente este aspecto resulta ventajoso ya que la orina 

puede ser colectada directamente de los ductos de las glándulas antenales y ser almacenada 

hasta su uso, puesto que la orina puede ser calentada a 95°C durante 5 minutos y/o puede ser 

almacenada a -20°C sin perder su actividad biológica (Gleeson, 1990). 

Figura 3.- Diagrama representativo del cefalotorax de un crustáceo indicando la posición de la glándula 
verde o glándula antenal. 

Existen más de 20 especies de crustáceos en los cuales se ha reportado la presencia de 

feromonas comprobándose que su liberación se encuentra a menudo asociada con la excreción 

de la orina (Bauchau, 1986). 

Por otro lado, se ha encontrado que la localización de las feromonas puede variar según 

la especie, ya que en Palaemon pausidens se descubrió que poseía glándulas esternales en la 

base de los pereiópodos y que ésta funciona aparentemente como vía de liberación de las 

feromonas (Bauchau y Fontaine, 1984). 

Es necesario tener ciertas precauciones al realizar la extracción de la orina, ya que 

puede haber otros "olores" corporales que pueden ser igualmente potentes a las feromonas, así 

ha sido determinado que los crustáceos en los momentos precedentes a la exuviación pueden 

emitir sustancias que son detectadas por sus congéneres y ante estas señales responden 

- Glandula verde 

f Hepatopáncreas 



diferentemente ambos sexos. De hecho se ha argumentado de que si existiera una seria 

competencia intersexual, ambos sexos responderían intrasexualmente a estas señales, lo cual 

permitiría a los ejemplares de cada sexo eliminar a los organismos que estuvieran mudando, ya 

que éstos serían considerados como competidores vulnerables (Atema y Cowan, 1986) 

MODO DE DISPERSION 

La orina de los crustáceos es almacenada, lo cual es una indicación de la necesidad de 

una liberación controlada. Esta orina es liberada de un par de papilas bilaterales (nefroporos) 

localizados en la base de las antenas relacionado directamente a la corriente branquial, por lo 

que se sugiere que esta corriente es utilizada, entre otras funciones, como un sistema para 

dispersar la señal química. De hecho ha sido constatado que la corriente branquial llega a 

proyectar la orina a una distancia de siete veces la longitud corporal del animal. Después de 

esta distancia se disuelve y se diluye. Posteriormente las corrientes locales se encargan de 

disipar y diluir aún más estas señales. 

AMINAS BIOGENICAS 

Las aminas biogénicas son moléculas provenientes de la degradación de diferentes 

aminoácidos (Gouygou et al., 1989), proceso que se presenta normalmente en condiciones de 

descomposición de la materia orgánica. 

Con la finalidad de lograr un mejor entendimiento, se deben de tomar en cuenta los 

procesos que ocurren inmediatamente después de la muerte de un organismo, los cuales se 

describen a continuación: al momento que un organismo muere, los sistemas de regulación 

cesan sus funciones y se detiene el suplemento de oxígeno y por consecuencia la producción 

de energía. Las células empiezan una nueva serie de procesos caracterizados por la 

descomposición del glicógeno (glicólisis) y la degradación de compuestos ricos en energía, 

tales como el ATP (Fig. 4). 



En los organismos vivos el ATP es formado por la reacción entre el ADP y fosfato 

creatina (fosfágenos), formándose un reservorio de grupos de fosfatos ricos en energía en las 

células del músculo. Cuando este reservorio se agota, el ATP es regenerado a partir de ADP 

por reforforilización durante la glicólisis. Después de muerto el organismo, cuando cesa la 

regeneración, el ATP es rápidamente degradado y cuando sus niveles son bajos, se desarrolla 

lo que comunmente se denomina rigor mortis{ Huss, 1988). 

El ATP se degrada mediante una serie de reacciones de desfosforilación y 

desaminación hasta convertirse en inosina monofosfato (IMP), el cual a su vez se degrada en 

Inosina (HxR) y esta en hipoxantina (Hx) y ribosa (R). 

Hx jf 
ATP-*ADP— AMP-*IMP-*HxR—• Ribosa 

"V % 1 > 
Pi Pi NH3 Pi 

Respiración 
aeròbica 

Glicógeno 

Fosfato de creatina + A3P ATP + Creatina 

Glucosa 
Acido láctico 

Glicogeno 

Respiración 
anaerobia 

Figura 4 . - Proceso de descomposic ión aeróbica y anaeróbica del g l icógeno. 



En los tejidos vivos el ATP, ADP y AMP dominan la concentración de nucleótidos, sin 

embargo, inmediatamente después de la muerte los nucleótidos se degradan enzimàticamente. 

La concentración relativa de los diferentes nucleótidos en el tejido postmortem depende de la 

actividad de las enzimas individuales y del tiempo transcurrido después de la muerte. 

Por otro lado, debido a la falta de oxígeno, la glicólisis se desarrolla en condiciones 

anaerobias y su producto final es el ácido láctico, el cual causa una disminución en los valores 

de pH y por lo tanto en la capacidad de las proteínas de retener agua, favoreciendo así las 

condiciones para el desarrollo de la actividad bacteriana y enzimàtica (caso de la catepsina D). 

La catepsina D tiene una actividad óptima a valores de pH de 4 y es de las enzimas más 

importante para iniciar la degradación de las proteínas endógenas a péptidos, los que a su vez 

son degradados por otras catepsinas (A,B,C). De esta forma las proteínas se descomponen en 

péptidos de diferentes tamaños, que después son hidrolizados finalmente en aminoácidos y por 

último degradados (descarboxilados) en aminas biogénicas, por medio de las enzimas 

bacterianas (Fig. 3). 

En cuanto a las bases nitrogenadas, las clases más comunes que se encuentran en los 

animales acuáticos son el TMAO (óxido de trimetilamina) y las betaínas. Se pueden presentar 

dos reacciones químicas responsables de la descomposición del TMAO en el músculo 

postmortem. El TMAO puede ser reducido enzimàticamente a TMA (trimetilamina) por la 

TMAO reductasa de los microrganismos. La segunda reacción de descomposición es la 

formación de DMA (dimetilamina) y formaldehído (FA), esta reacción se puede llevar a cabo 

enzimàticamente o no enzimàticamente. El formaldehído reacciona con los grupos aminos 

libres de las proteínas miofibrilares contribuyendo al deterioro proteico. Las betaínas son 

componentes menores en el músculo de los peces pero se pueden presentar en grandes 

concentraciones en crustáceos y moluscos. El más común de estos compuestos es la 

glicina-betaína. 

(CH3)3NO * (CH3)2NH + HCHO 



Uno de los factores que juega un papel importante dentro del proceso de 

descomposición es la presencia de la flora bacteriana tanto en la superfìcie (piel y branquias) 

como en el intestino del organismo recién muerto. 

Los cambios que se observan después de la muerte de un organismo se presentan bajo 

el siguiente diagrama (Fig. 5). 

E\XUERTET)EE^NBIKia 
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4 
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* 

isminución del pH 

Desnaturalización 
de proteínas 
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Figura 5.- Proceso de la descomposición de los organismos. 



FORMA CION DE AMINAS BIOGENICAS 

Existen dos vías para la degradación de los aminoácidos, siendo la desaminación el 

mecanismo más común que permite a los microorganismos utilizar los aminoácidos libres. Esta 

desaminación bacteriana se puede llevar a cabo de diferentes formas en función de la 

constitución enzimàtica de los organismos y de las condiciones del medio ambiente. La 

desaminación puede dar como resultado la formación de amoníaco el cual es el componente 

primario relativo a la descomposición del alimento fresco. Por otra parte, la desaminación 

funciona regularmente a nivel metabòlico como parte del mecanismo de transaminación. Otro 

mecanismo de degradación es la descarboxilación donde las bacterias juegan un papel 

importante para transformar los amino ácidos en aminas biogénicas y bióxido de carbono, 

ambas vías son mecanismos regulares de detoxificación y excreción de los organismos. 

La putrescina es formada a partir de la descarboxilación de la ornitina, la cual a su vez 

es producto de la desaminación de la arginina, mientras que la cadaverina es formada por la 

descarboxilación de la lisina (Fujita, et.al. 1983). Por su parte, la tiramina y la histamina 

derivan de los amino ácidos tirosina e histidina, respectivamente (Tabla 4). 

Tabla 4.- Principales aminas biogénicas. 

AMINOACIDO PRECURSOR AMINA BIOGENICA 
Arginina Putrescina y Agmatina 
Ornitina Putrescina-Espermidina 
Lisina Cadaverina 

Tirosina Tiramina 
Histidina Histamina 

Fuente: Zaldivar, (1992) y Poole, (1993). 



TIEMPO DE FORMACION DE LAS AMINAS BIOGENICAS 

Suzuki et al., (1994) observaron que la formación de putrescina y cadaverina a partir 

de arenque seco (Clupea pallasi) a temperatura de 15 a 20°C, llega al máximo a los 3 y 4 días 

respectivamente, pero desde el primer día se encuentran presentes a bajos niveles . 

Klausen y Lund, (1986) mencionan que durante el almacenamiento de arenques enteros 

(Clupea harengus) las aminas biogénicas como la histamina y la cadaverina se forman mucho 

más rápido a una temperatura de 10°C que a 2°C. 

PRESENCIA Y FUNCION DE LAS AMINAS BIOGENICAS EN LOS ORGANISMOS 

En diversos estudios relacionados con las aminas biogénicas, se ha demostrado que 

tanto en pollos como en peces éstas pueden, en altas concentraciones, causar efectos adversos 

tales como intolerancia al alimento, hipersensibilidad o daño intestinal (Taylor, 1986; Kuba et 

al., 1983; Murray et al., 1982; Sacaguchi et al, 1992). Sin embargo, al utilizarse en bajas 

concentraciones pueden resultar atractantes como en el caso de Orconectes rusticus, el cual 

resultó ligeramente estimulado por la putrescina (Tierney y Atema, 1987). 

Las poliaminas son esenciales para el crecimiento celular, siendo necesarias para la 

síntesis de proteínas y ácidos nucleicos y para la formación de purinas. Por otro lado, afectan 

las actividades de ciertas enzimas y en adición la putrescina puede proteger a las células de un 

shock osmótico (Pegg, 1986, citado por Cowey y Cho, 1992). 

Por otra parte, las aminas biogénicas también juegan cierto papel como 

promotoras de crecimiento cuando se emplean en bajas concentraciones, así, cuando se utilizó 

la putrescina como suplemento en alimento para pollos se observó que a dosis de 0.2% 

incrementaba el crecimiento, sin embargo, este efecto no se logró encontrar cuando se 

adicionó putrescina al alimento para truchas, ya que aparentemente la putrescina era oxidada 



antes de ser asimilada. La falta del efecto de esta amina se atribuye a la enzima 

diamino-oxidasa y siendo el paso del alimento más largo en truchas (36 horas) que en pollos (4 

horas), hay más tiempo para oxidarla (Cowey y Cho, 1992). 

Se ha detectado que la putrescina, espermidina y espermina son necesarias para el 

crecimiento de la mucosa intestinal, el desarrollo normal, maduración y adaptación, como 

también en la recuperación de daños en el intestino (Stuck et al., 1992). Además se ha 

comprobado que la mucosa del intestino puede ser estimulada por la putrescina por la 

etilamina y por la dietilamina (Grant et al., 1989). 

DETECCION 

Hasta la fecha las aminas biogénicas se han utilizado como un parámetro de referencia 

a fin de conocer la calidad de productos tales como la harina de pescado, esto debido a la 

relación directa que existe entre la cantidad y variedad de estas aminas y el estado detrimental 

de pescados y mariscos (Zaldivar, 1992; Castro, 1992; Balconi, 1991). 

Existen una gran cantidad de métodos y técnicas utilizadas para la detección, 

identificación y determinación de aminas biogénicas entre las cuáles destacan: electrofóresis 

(Raina, 1963), HPLC/detección por fluorescencia (Samejima et al, 1976), cromatografía 

liquida (Cohén et al., 1969), cromatografía de gas (Smith, 1970), analizador de amino ácidos 

(Fujita et al., 1980) y métodos inmunoquímicos (Quash et al., 1973), espectrometría de masas 

(EM) y resonancia magnética nuclear (RMN). 

METODO DE EXTRACCION PREPARATIVA 

El método de separación de las poliaminas para su obtención se divide en dos fases. La 

primera consiste en realizar una hidrólisis a alta temperatura con ácido clorhídrico 0.6N 

seguida de una neutralización con Hidróxido de Sodio o bien una hidrólisis con Hidróxido de 

Potasio seguida de una neutralización con Acido Clorhídrico. Como segunda fase el 



procedimiento más común después de la hidrólisis es la extracción de las poliaminas con 

n-Butanol seguida de la evaporación del solvente y la disolución del residuo en un buffer 

acuoso (Haalland et al., 1990). 

Otro método propuesto consiste en una desproteinización con Acido Sulfosalicilico 

seguida de una hidrólisis en presencia de Hidróxido de Bario, para después neutralizar el 

hidrolizado con Acido Sulfúrico, se forma Sulfato de Bario insoluble (esto propicia que la 

solución tenga una fuerza iónica elevada). El Sulfato de Bario precipita, coprecipitando otros 

compuestos, entre estos las poliaminas, entonces y para evitar este problema, se deja el 

precipitado toda la noche antes de tomar el sobrenadante. Este tipo de técnicas se utilizan para 

aislar las poliaminas en orinas, suero y plasma (Adler et ai, 1977). 

Suzuki et al., (1994) describen un método para la extracción de aminas biogénicas a 

partir del arenque fresco (Clupea pallas i), el cual es almacenado en una secadora a una 

temperatura de 15 a 20°C. La extracción se lleva a cabo mezclando el músculo con cuatro 

volúmenes de Acido Tricloroacético (10%), homogenizando y centrifugando a 700 g. durante 

20 minutos. 

ATRACTANTES 

Como ya se mencionó, en lo referente a la investigación sobre atractantes, se ha venido 

trabajando básicamente con dos aproximaciones, la primera que implica la utilización de 

extractos orgánicos y la segunda en la cual se emplean, bajo diferentes metodologías, 

moléculas puras, previamente identificadas. 

EXTRACTOS ORGANICOS 

Los estimulantes del comportamiento alimenticio para organismos acuáticos son 

frecuentemente obtenidos mediante la preparación de extractos acuosos de los organismos que 

ingieren normalmente. 



Dentro de la amplia gama de extractos de organismos acuáticos probados como 

atractantes, cabe mencionar en particular las series experimentales desarrolladas con extractos 

de moluscos, crustáceos y otros organismos, como se ilustra en la Tabla 5. 

Entre los extractos de moluscos, aquellos que han despertado mayor interés se 

encuentran los realizados a partir del calamar, el cual ha resultado fuertemente atractivo tanto 

para crustáceos como para peces. Cabe observar que entre los componentes dominantes de 

dicho organismo se encuentran algunos amino ácidos, aminas terciarias y TMAO (Mackie, 

1973; Takei, 1977). 

Por otra parte, en lo que respecta a extractos realizados a partir de crustáceos, estos 

han llegado a evocar respuestas del mismo orden de magnitud que la de los moluscos. (Carr, 

1984). 

Se han identificado tres características importantes de los estímulos alimenticios 

presentes en los extractos: 

a) Los estimulantes más potentes son metabolitos comunes de bajo peso 

molecular (aminoácidos, compuestos cuaternarios de amonio, nucleótidos y 

ácidos orgánicos). 

b) Especies diferentes pueden responder a diferentes sustancias presentes en un 

mismo extracto. 

c) La estimulación del comportamiento alimenticio de la mayor parte de los 

extractos se debe a una mezcla de sustancias más que a una sustancia 

dominante. 

Como grupo estas sustancias son solubles en agua y se presentan de manera ubicua en 

los tejidos a concentraciones mayores que las presentes en el medio ambiente. 



Tabla 5.- Resumen de los bioensayos realizados con extractos de moluscos y crutáceos. 

GRUPO EXTRACTO ESPECIE REStJL. MOOEGÜLAS AUTOR 

Molusco Alcoholosoluble de 
calamar 

Erimacrits 
isenbefdi 

positivo 
Ac. glutamico, 
glicina, prolina, 
betaina, taurina 

Takei, 1977 

Molusco Alcoholosoluble de 
calamar 

Homarus 
gammarus 

positivo N.I.* Mackie y 
Shelton, 1972 

Molusco Extracto de bivalvo, 
Pertia canalictus 

Penaeus 
esculentus 

negativo N.I. Wassenberg y 
Hill, 1987 

Molusco Ext. de Mytilus edulis 
(fracc. de bajo M.W.) 

Homarus 
americanus 

positivo N.I. Derby, 1984 

Molusco Ext. de Mytilus edilus 
(fracc. de alto M.W.) 

Homarus 
americanus 

negativo N.I. Derby, 1984 

Molusco Mezcla sintética de 
calamar 

Salmones y 
Turbots 

positivo N.L Mackie, 1973b 

Molusco Extracto de calamar Homarus 
gammarus 

positivo prolina, glicina, 
alanina, 
arginina 

Mackie, 1973a 

Molusco Extracto de calamar Turbots positivo Inosina Mackie y 
Adron, 1978 

Molusco Ensilado de visceras 
de abulon 

Haliotis fiilgens positivo N.I. Viana et ai, 
1994 

Molusco Caracoles en 
descomposición 

Cangrejo 
hermitaño 

positivo N.I. Rittschof, 
1980 

Molusco Extracto de ostras Logodon 
rhomboies 

positivo betaina Carr et ai, 
1977 

Crustáceo Extractos de jaiba y 
camarón 

Palaemonetes 
pugio 

positivo glicina Carr y Derby, 
1986 

Crustáceo Extracto de jaiba Palaemonetes 
pugio 

positivo glicina Carr et al 
1984 

Crustáceo Ext. del camarón 
Metapeneus benattae 

Penaeus 
esculentus positivo N.I. 

Hilly W. 1987 

Crustáceo Extracto de krill 
Euphausia superba 

Pagrus major positivo N.L Shimizo, et al. 
1990 

Crustáceo Extracto de cabeza de 
Camarón P. monodon 

Penaeus 
vannamei positivo N.I. 

Holland y 
Borski, 1993 

* N.I.= Las moléculas que componen el extracto fueron No Identificadas. 



MOLECULAS PREVIAMENTE IDENTIFICADAS 

Entre los estudios realizados para determinar el potencial de atracción de moléculas 

previamente identificadas, se han reportado algunas sustancias de bajo peso molecular que 

pueden ser utilizadas como atractantes en el alimento de crustáceos decápodos, dentro de las 

cuales destacan los aminoácidos, nucleótidos, sales cuaternarias y algunos azúcares, entre 

otros. 

AMINOACIDOS 

Los aminoácidos libres son abundantes como osmolitos en los tejidos de todos los 

invertebrados acuáticos, los cuales constituyen la dieta principal de los crustáceos omnívoros. 

Debido a que los aminoácidos se difunden rápidamente de las presas muertas, ellos 

probablemente determinan la frescura de los tejidos (Zimmer-Faust, 1987). 

De la misma manera que en los extractos, la acción de los aminoácidos es sinèrgica, ya 

que estos resultan más efectivos en forma conjunta que cuando se usan por separado (Heinen, 

1980). 

Por otra parte, en el caso de los bioensayos con aminoácidos, las generalizaciones 

resultan delicadas puesto que en la mayor parte de los casos sólo se han probado algunos 

aminoácidos y eso unicamente con ciertas especies, lo cual implica el desconocimiento sobre el 

potencial de la mayor parte de los aminoácidos. 

En la Tabla 6 se sumarizan algunas series experimentales que denotan la eficacia de 

algunos aminoácidos en particular. 



Tabla 6.- Resumen de los bioensayos realizados con amino ácidos como atraetantes alimenticios 
endiferentes especies. 

AMINOACIDOS ORGANISMO f mSWAAXtà - y : : A U T O R : ! : / < ! - ' V....W 
L-Glutámico 

Glicina, Taurina Crustáceos Decápodos positivo Heinen, 1980 

Arginina, Lisina 
Taurina Homarus americanas positivo McLeese, 1970 

Argínina, Alanína Ostrina sp. positivo Beck y Hanec, 1958' 

Lisina, Argínina Penaens merguiensis positivo Hindley, 1975 

Taurina, Glicina 
Arginina 

Macrobrachium 
rosenbergii positivo Harpaz et al. 1987 

Taurina, Prolina 
Argínina, Glicina 

Alanina 
Pleuronectes plaíessa positivo Mackie, 1980 

Arginina Palaemon elegans positivo Kurmaly, 1990 

Glicina Cambarus sp. 
Panulirus sp. 

positivo Hodgson, 1958 

Arginina, Lisina 
Taurina 

Orconectes limosus positivo* Hatt, 1984 

Arginina Penaens japonicus positivo Kitabayashi et al., 1971b 

Arginina Homarus americanus positivo Carter y Steele, 1982b 

Arginina Penaens japonicus positivo Nakamura, 1987b 

Lisina Homarus americanus positivo Carter y Steele, 1982b 

L-Isoleucina, Glicina 
HidroxÍ-L-Prolina 

L-Glutamato, L-Valina 
Orconectes virilis positivo Tierney y Atema, 1987 

Glicina, L-Glutamato Orconectes rusticus positivo Tierney y Atema, 1987 

Glicina, Taurina Panulirus argus positivo Derby y Atema, 1988 

L-Arg¡nina 
Taurina 

Macrobrachium 
rosenbergii 

positivo* Derby y Harpaz, 1988 

Hidroxi-Prolina 
Taurina 

Homarus americanus positivo* Voight y Atema, 1992 

L-Glutamato, Taurina 
Hidroxi-L-Prolina 

L-Arginina 
Homarus americanus positivo* Coroto, et al. 1992 

L-Glutamato 
L-Aspartato, L-Arginina, 

Glicina 
Taurina, L-Alanina 

Homarus americanus positivo* Derby y Atema, 1981 

* bioensayos realizados mediante técnicas eletrofisiologícas.. 1 citados por Lindstedt, 1971. b citados por Lee y 
Meyers, 1995. 



REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES 

Según Bauer et al(1981) los requerimientos estructurales de los aminoácidos para 

estimular los receptores presentes en los pereiópodos de la langosta de agua dulce 

(Austropotamobius torrentium) son los siguientes: 

a) Los grupos aminos y carboxilos son esenciales 

b) Las formas L son más efectivas que las formas D. 

c) Los «¿-aminoácidos son más efectivos que los 0 y los 

d) Los aminoácidos con más de 5 átomos de carbono presentan 

menos efecto atractante. 

Por otra parte, Hatt (1994) menciona que las moléculas carentes de un grupo amino a 

carboxilo son inefectivas para estimular una respuesta a células del Orconectes. Además 

coincide con Bauer et al. (1981) en que las formas L son más efectivas que las formas D y el 

remplazo de los grupos a-Hidrógeno por un grupo metilo reduce la efectividad de atracción. 

En adición, sugiere que para que exista una mayor efectividad los aminoácidos no deben de 

poseer más de 3 átomos de carbono. 

DOSIS 

Los datos de niveles óptimos de algunos aminoácidos y las consideraciones de costo 

sugieren que las concentraciones apropiadas de quimioatractantes sean de 1% ó menos 

(Heinen, 1980). 



OTRAS MOLECULAS 

Además de los estudios realizados con aminoácidos, se han probado con buenos 

resultados otras moléculas tales como nucleótidos, compuestos cuaternarios de amonio, 

compuestos nitrogenados, azúcares y otras moléculas. En la Tabla 7 se destacan los resultados 

obtenidos en bioensayos realizados con Betaína, Trimetilamina y los nucleótidos ATP, ADP, 

etc., observándose en la mayoría de los casos que los compuestos más degradados funcionan 

mejor como atractantes que los compuestos con alta carga energética. 

Tabla 7.- Bioensayos realizados en los cuales se probaron diferentes moléculas como atractantes 
alimenticios de organismos acuáticos.. 

r ^ R S F Ö ' ^ : : • : A , ; ! ¿ i x x . w^&mm^o:.. 
Nucleótido Monofosfato de 

Adenosin 5' (AMP) 
Palaemonetes 

pugio 
positivo Carr y Thompson, 1983 

Nucleótido Trifosfato de 
Adenosina 

Palaemonetes 
pugio 

negativo Carr y Thompson, 1983 

Nucleótido (IMP) Inosina 5' 
Monofosfato 

Scophtalmus 
maximus 

positivo Mackie y Adron, 1978 

Nucleótido (ATP) Adenisina 
Trifosfato 

Panulirus sp. positivo Zimmer-Faust, 1987 

Nucleótido (AMP) Adenosina 
monofosfato 

Paniluris sp. negativo Zimmer-Faust, 1987 

Nucleótido Xantina 
AMP y Citosina 

Haliotis discus positivo Harada, 1986 

Nucleótido IMP, AMP Palaemon elegans positivo Kurmaly etal, 1990 
C.C. de A. Betaína y 

Trimetilamina 
Macrobrachium 

rosenbergii 
positivo* Harpaz, etal, 1987 

C.C.de A. Betaína Macrobrachium 
rosenbergii 

positivo* Harpaz y Stainer, 1990 

C.C.de A. Betaína Macrobrachium 
rosenbergii 

negativo Sick, 1976 

C.C. de A. Betaína Segaprion 
brevirostris 

positivo Hodgson y Mathewson, 
1976 

C.C. de A. Betaína Lagodon 
rhomboides 

positivo Carry Chaney, 1975 

C.C. de A. Betaína, Cloruro de 
Amonio 

Homarus 
americanus 

positivo Corotto, etal. 1992 



C.C. de A. Betaína Orconectes 
limo sus 

positivo Hatt, 1984 

C.C. de A. Be tai na Lagodon 
rhomboïdes 

positivo Carey Chaney, 1975 

C.C. de A. Betaína Panulirus argus positivo Derby y Atema, 1988 
C.C. de A. Betaína Palaemonetes 

pugio 
positivo Carr, 1978" 

C.C. de A. Betaína Macrobrachium 
rosenbergii 

positivo Derby y Harpaz, 1988® 

C.C. de A. TMAH Macrobrachium 
rosebergii 

positivo Costa-Pierce y Laws, 
1985 

C.C. de A. TMAO Cambarus sp. positivo Hodgson, 1958b 

C.C. de A. TMAO Palaemon elegans positivo Kurmaly et al, 1990 
C.C. de A. Urea Penaeus 

margiensis 
negativo Hindley, 1975 

Azúcar Celobiosa, Sucrosa 
y Maltosa 

Orconectes 
rusticus 

positivo Tiemey y Atema, 1987 

Azúcar Maltosa, Dulcitol y 
Filodulina 

Haliotis discus positivo Harada et al.t 1994 

A.B. Putrescina Orconectes 
rusticus 

positivo Tierney y Atema, 1987 

O.M. Sal sintética Macrobrachium 
rosenbergii 

positivo Derby y Harpaz, 1988 

C.C. de A.: Compuestos Cuaternarios de Amonio. 
•Resultados obtenidos mediante técnicas electrofisiológicos 
8 citados por Lee y Meyers, 1995 
b citados por Lindstedt, 1971 

La anterior síntesis bibliográfica nos muestra que existen moléculas afines las cuáles 

inducen respuestas similares a una gran diversidad de organismos. La mayoría de estas 

moléculas que actúan como atractantes juegan un papel importante en los procesos tanto de 

descomposición como de excreción en los organismos acuáticos. 



SISTEMAS UTILIZADOS 

Los estudios de laboratorio para estimar la quimiorrecepción incluyen diferentes 

diseños en tanques, acuarios y otros recipientes en donde los organismos se someten a uno o 

varios estímulos químicos mediante una gran diversidad de formas (McLeese, 1973; Cárter y 

Steele, 1982; Zimmer-Faust, 1991; Bonefield y Aldrich, 1991; Costero y Meyers, 1993; 

Holland y Rusell, 1993). 

Aunado a los sistemas anteriores se han venido desarrollado sistemas para el estudio de 

quimiorrecepción a través de técnicas electrofísiológicas (Derby y Atema, 1981). 

A continuación se describen algunos de estos sistemas. 

El uso de laberintos en "Y" (Y-mazes) o cámaras de opción múltiple elimina la 

posibilidad de que los animales respondan exclusivamente a la corriente, ya que el flujo en 

ambos brazos está balanceado de tal manera que solo varía en presencia o ausencia del 

estímulo químico, tal es el caso de los dispositivos utilizados por Borowski et al., (1987) y 

Borowsky (1989) para observar las respuestas de los machos a las secreciones de hembras 

receptivas y no receptivas del anfipodo Microdiutopos grillatalpa. (Figuras 6AyB). 

Figura 6.- Sistemas propuestos para observar la respuesta de los machos a las secreciones de hembras 
tanto receptivas como no receptivas del anfipodo Microdiutopos grillotalpa. A) Borowsky, et al., (1987) y B) 
Borowsky (1989). 



Otro de los sistemas utilizados esta representado por acuarios que presentan un flujo 

determinado de agua y barreras opacas con la intención de que los organismos no tengan 

contacto visual entre ellos (Fig. 7). Este tipo de sistema es utilizado para demostrar la 

presencia de feromonas u otro tipo de moléculas en el agua, secretadas por un individuo en un 

lado del tanque y percibida por otro organismo en el lado opuesto. 
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Figura 7.- Vista superior (A) y Lateral (B) del sistema propuesto por Takayanagi, et al., (1986) para 
determinar la presencia de una feromona en machos del camarón de agua dulce, Paratya compressa. 

Por otro lado, se han diseñado dispositivos para observar la atracción de postlarvas de 

camarón hacia una determinada calidad de agua, especificamente del factor de salinidad (Fig. 

8). Este dispositivo cuenta con barras separadoras que dividen los tipos de agua a probar y se 

determina cual de estos presenta mayor atracción para los organismos utilizados. 



Sistemas más simples (Fig. 9 A y B) son utilizados para observar la preferencia de los 

organismos hacia un determinado estímulo (Glesson, 1990; Harada et al., 1994). 

Generalmente en este tipo de sistemas se cuantifíca el número de organismos que llegan a la 

fuente del estímulo en un determinado tiempo. 

Figura 9.- Sistemas propuestos para observar preferencias hacia un determinado estímulo. (A) propuesto 
por Gleeson, (1990) para jaibas ( Callinectes sapidus)y (B) propuesto por Harada, et al., (1994) para el abulón 
negro (Heliotis sp). 

Otro tipo de diseño es el propuesto por Costero y Meyers (1991a) para observar la 

respuesta del comportamiento alimenticio de Penaeus vannamei, el cual implica la utilización 

de acuarios de 1.25 X 25 X 50 cm con flujo de agua de un extremo hacia el otro. Dicho 

acuario presenta una división removible de cristal en uno de los extremos lo cual permite 

inmovilizar al ejemplar mientras el atractante es colocado al otro extremo del mismo (Fig. 10) . 

En este tipo de ensayos se mide el tiempo que tardan en llegar al alimento con atractante y si 

este es ingerido o no. 

Como indica la Figura 11, los experimentos electrofisiológicos se realizan disectando 

los apéndices en los cuales se localizan presumiblemente los quimiorreceptores, éstos son 

colocados en un dispositivo especial dividido en dos partes, una área en la cual se lleva a cabo 

el contacto de los quimioreceptores con el estímulo y la segunda en donde se encuentran los 

nervios que trasmiten los impulsos a un amplificador que registra las respuestas a los estímulos 

(Derby y Atema, 1981). 
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Figura 10.- Diseño utilizado por Meyers y Costero (1991a) para observar la quimiorrecepción en 
Penaeus vannamei. 
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SISTEMAS DE MONTTOREO 

Se recomienda el empleo de sistemas de monitoreo por televisión para observar las 

respuestas que presentan los organismos a diferentes estímulos y/o para medir las preferencias 

hacia determinado alimento (Hill y Wassenberg, 1987; Harpaz y Steiner, 1990). Lo anterior 

representa ventajas tales como una reducción en el stress inflingido al organismo utilizado y, 

por otro lado, facilita la detección de las diferentes fases comportamentales que presentan y el 

tiempo preciso en que se realizan. 

ESTADO NUTRICIONAL 

En términos generales, es recomendable trabajar con organismos sometidos a un 

período previo de ayuno que va de 24 horas hasta varios días, esto con la finalidad de acentuar 

las respuestas y evitar cualquier tipo de acondicionamiento hacia alguna dieta en particular 

(Costero y Meyers, 1993a). 

Por otra parte, se pueden presentar cierto condicionamiento ingestivo debido a factores 

preingestionales (gusto, textura, forma del pellets, etc.) o postingestionales (digestibilidad, 

asimilación o valor nutricional) (Lee y Meyers, 1995). La mayor parte de las investigaciones 

sobre el comportamiento ingestivo se han enfocado a los efectos de la inanición. La privación 

del alimento antes de una prueba tiene un efecto directo en el umbral de detección, mientras 

que la adaptación a los químicos asociados con el alimento pueden resultar con la reducción en 

el consumo (Kurmaly et al., 1990). 



ALTERNATIVAS DE INCORPORACION DE ATRACTANTES EN EL AUMENTO 

La forma de suministro de los atractantes a probar varía de acuerdo al sistema 

utilizado, así se pueden incorporar de las siguientes formas: 

1) Incluidos en el alimento 

a) inclusión en el alimento antes de procesarlo; 

b) inclusión en el alimento (aspersión) después de procesarlo; 

c) inclusión en el alimento justo antes de ser ofrecido a los animales. 

d) inclusión en el estanque al mismo tiempo que se ofrece el alimento (Lee y 

Meyers, 1995). 

2) Ser agregados directamente al acuario en forma líquida. 

FACTORES CRITICOS EXPERIMENTALES 

Lee y Meyers (1995) sugieren algunos factores críticos experimentales que afectan los 

resultados de los estudios de quimiorrecepción y los enlistan como sigue: 

• Se debe de utilizar un dispositivo experimental que asegure que los estímulos externos, 

visuales o mecánicos no interfieran con la percepción y respuesta de los estímulos 

químicos. 

• Un protocolo experimental que minimice los efectos del observador. Son preferibles los 

experimentos a ciegas en los cuales los tratamientos y los químicos esten codificados y es 

importante que el bioensayo sea registrado en video para su análisis posterior. 

• El uso de animales individuales en las primeras etapas de identificación de los 

atractantes y estímulos alimenticios es ampliamente recomendado. Las etapas 

subsecuentes, tales como estudios en campo pueden incluir poblaciones animales para 

evaluar la aplicación práctica de los quimioatractantes y estimulantes. 

• La utilización de concentraciones adecuadas del estímulo químico a probar puede evitar 

la rápida habituación de los quimiorreceptores. 



• La estandarización o definición de respuestas comportamentales específicas que puedan 

ser medidas cuantitativamente y analizadas estadísticamente. 

• Un período de ayuno de 24 horas previo al experimento. 

• La utilización de métodos estadísticos apropiados, paramétricos y no paramétricos. 

TECNICAS INMUNOLOGIAS 

Los estudios enfocados a la identificación del contenido estomacal resultan complicados 

debido al proceso de digestión, el cual puede transformar a la presa haciendo imposible su 

estimación mediante un análisis tradicional por microscopía. Por otra parte, en los animales 

que ingieren solo alimentos líquidos o que necesitan moler sus presas tampoco pueden ser 

identificadas cuantitativamente sus presas. 

Esta problemática puede ser solventada por medio de métodos inmunológicos los cuales 

se revelan como una alternativa viable para poder detectar proteínas de la presa en el estómago 

del predador aún después de que se ha llevado a cabo la digestión. 

La inmunodifusión en geles ofrece una variedad de técnicas que son utilizadas para el 

análisis de la interacción de antígenos y anticuerpos. Los principios inmunoquímicos 

fundamentales son exactamente los mismos que se aplican para interacciones de este tipo en 

estado líquido. Así, un antígeno puede reaccionar rápidamente con su anticuerpo específico 

formando un complejo cuya reacción va a depender de las concentraciones y proporciones en 

que se encuentren tanto los antígenos como los anticuerpos (Bailey, 1984) 



IV.' HIPOTESIS: 

1) Si las feromónas son capaces de estimular la atracción de los crustáceos, entonces al 

incluirlas en el alimento es posible que se promueva su ingestión. 

2) Si las aminas biogénicas son constituyentes formados durante la descomposición de 

los cadáveres y los langostinos por su tipo de alimentación resultan atraídos hacia ellos, 

es posible que al incluirlas en el alimento se ace'.ere su localización e ingestión. 



VMATERIALES 

QUIMIORRECEPCION 

Para el bioensayo de quimiorrecepción se utilizaron las siguiente sustancias: 

• Putrescina con pureza no menor del 97% (obtenido en Sigma Company) 

• Cadaverina con pureza no menor del 97% (obtenido en Sigma Company) 

• Orinas extraídas de jaibas azules y langostinos 

• Atractante comercial Langobuds (Qualitech), como testigo positivo 

• Extracto hidroalcoholosoluble de calamar (Ex-HAS), como testigo positivo. 

• Alimento base como testigo negativo (Tabla 8) 

Además se requirió del siguiente equipo: 

• Acuario de 150 1 

• Bombas de agua 

• Potenciómetro 

• Termómetro 

INMUNOENSAYO 

Para llevar a cabo la técnica de Inmunodifusión Radial Simple se utilizó el siguiente 

material y equipo: 

• Animales experimentales (Conejos adultos de la raza New Zealand, peso promedio 2Kg) 

• Jeringa Hamilton 50^1 

• Agarosa tipo C de baja electroendósmosis 

• Buffer Tris lOmM, pH 8.2 

• Mezcla de coloración (azul de Coomassie (5g)/Acido acético/ETOH/agua: 10:35:55) 

• Mezcla decolorante (Acido acético/ETOH/Agua: 10:35:55). 

• Solución salina (NaC10.14M) 



METODOLOGIA 

EXTRA CCION DE FEROMONAS DE LANGOSTINO 

La extracción de las feromonas sexuales de langostino implica como un primer paso la 

identificación de las hembras en estadio precopulatorio. Para este efecto un grupo de 10 

individuos de langostinos de ambos sexos mantenidos en condiciones adecuadas (temperatura 

de 25-28°C, pH 7.4, alimentación tres veces al día en razón del 3% de su biomasa) fueron 

identificados mediante la técnica propuesta por Amir y Raanan (1985). Dicha técnica se basa 

en el examen externo del desarrollo gonadal de las hembras y el comportamiento típico 

reproductivo de los machos que es llevado a cabo sólo cuando las hembras son receptivas. 

Durante el desarrollo gonadal los ovarios crecen desde la parte posterior del cefalotórax y el 

desarrollo completo es fácilmente identifícable a través del caparazón como una masa color 

naranja ocupando una gran porción del cefalotórax, aproximadamente desde el corazón hasta la 

base del rostrum (Fig. 12). Es durante esta última fase en la cual las hembras comienzan a 

liberar las feromonas sexuales con el fin de atraer a los machos y llevar a cabo la cópula 

después de la muda, la cual ocurre en un promedio de 5 a 6 días. 

Considerando lo anteriormente descrito, las hembras que presentaban estas 

caractéristicas fueron colectadas y sacrificadas con el fin de extraerles la glándula de la orina. 

Las glándulas fueron homogenizadas y centrifugadas a 4,200 r.p.m. durante 20 minutos, el 

sobrenadante fué congelado para su posterior utilización. 

Figura 12.- Vista dorsal del cefalotórax de una hembra de langostino con desarrollo completo de los ovarios. 
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OBTENCION DE FEROMONAS DE JAIBA 

La extracción de la orina de la Jaiba Callinectes sapidus fué realizada en el Laboratorio 

Whitney de la Universidad de Florida, por el Dr. Richard Gleeson, siguiendo la metodología 

propuesta por él mismo (1984). Dicha metodología se basa en la extracción de la orina de 

hembras púberes, que ha sido identificada como la vía de liberación de las feromonas. La 

recolección se ejecuta por aspiración directa de los poros de la glándula antenal, por medio de 

una pipeta Pasteur modificada. La orina colectada es inmediatamente congelada y almacenada 

hasta obtener la cantidad necesaria para llevar a cabo los bioensayos. 

PRESENCIA DE FEROMONAS EN LAS ORINA 

Para comprobar la presencia de la feromona en la orina se llevaron a cabo bioensayos 

preliminares en acuarios en los cuáles se pusieron en contacto muestras de orinas con machos 

adultos de jaibas y langostinos observando la eventual respuestas de excitación entre los 

mismos. 

Para esto, fueron añadidos al acuario en el cual se habían colocado langostinos machos 

"detectores"2 , 300ml de la orina de jaiba (Gleeson et al., 1987) y se observó la respuesta 

provocada. Después de 24 horas se llevó a cabo un cambio parcial de agua (50%) y se 

añadieron 300ml de orina de langostino para observar igualmente la respuesta. 

La misma metodología se utilizó en acuarios conteniendo ejemplares machos en estado 

receptivo de la jaiba Callinectes sapidus. 

Machos "detectores" de langostinos son aquellos que presentan dominancia en la población y se 
caracterizan principalmente por poseer pinzas de color azul brillante. 



A fin de corroborar que la respuesta observada fué ocasionada exclusivamente por la 

presencia de feromonas, se utilizaron otros tipos de estímulos tales como: 

a) agua acuario libre de crustáceos 

b) trozos pequeños de músculo de langostino y de jaiba 

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

Las observaciones realizadas demostraron la presencia de las feromonas en ambos 

casos ya que sólo cuando se les agregaba la orina los machos de ambas especies exhibían 

comportamientos precopulatorios. 

En el caso de las jaibas, los machos se levantaban y caminaban sobre las puntas de sus 

apéndices posteriores, extendiendo las quelas anteriores (Fig. 13), mientras movían 

rápidamente sus apéndices bucales y las antenas. 

Figura 13.- Posición característica de los machos de jaiba Callinectes sapidus al percibir las feromonas 
sexuales en el medio ambiente (Glesson, 1990). 



Los langostinos mostraban una posición similar (Fig. Í4), dejando un hueco entre sus 

apéndices, el cual sirve para albergar a las hembras. Las antenas eran movidas rápidamente a 

manera de látigos. 

Figura 14.- Posición de cortejo de los machos del langostino Macrobrachium rosenbergii. 

Cuando se utilizaron trozos de músculo de langostino y jaiba, estos fueron detectados y 

en algunas ocasiones consumidos, pero los ejemplares no mostraban comportamiento 

copulatorio y cuando los estímulos fueron agua de otros acuarios o con otro tipo de salinidad 

los ejemplares no mostraron ninguna reacción. 

Tomando en cuenta las observaciones preliminares anteriores se consideró que la orina 

tanto de langostino como de jaiba contenían feromonas por lo cual estas fueron usadas como 

atractantes agregándose al alimento de base tal y como se específica en la metodología de los 

bioensayos de quimiorrecepción. 



OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLOSOLUBLE DE CALAMAR (EX-HAS). 

El extracto hidroalcoholosoluble de calamar filé obtenido mediante la utilización del 

método de Bligh and Dyer (1959 ) cuyo principio reside en la utilización de una mezcla que 

comprende un alcohol para desnaturalizar las proteínas y romper las sinapsis, un solvente 

orgánico para retener los lípidos, y agua para solubilizar los componentes no lipídicos. La 

mezcla original de este método (metanol-cloroformo-agua) no se adoptó debido a la alta 

toxicidad de estos solventes, sobre todo cuando son utilizados para extracciones preparativas. 

En su lugar empleamos una mezcla de etanol-diclorometano-agua en razón de sus polaridades 

cercanas y principalmente porque este sistema ha sido ya objeto de una comparación con el 

precedente para la extracción de lípidos de tejidos de otros organismos marinos (Benninger, 

1982) y se reveló más eficiente a nivel del rendimiento (99.5% vs 95.7% para hígado de 

salmón). En función de las proporciones utilizadas obtuvimos una interfase constituida por 

proteínas desnaturalizadas y una mezcla difásica compuesta de una fase hidroalcoholosoluble y 

de una fase orgánica que contenía lípidos. La fase hidroalcoholosoluble fué la utilizada como 

testigo positivo en el presente trabajo. 



ELABORACION DE LA DIETA BASE 

Se preparó la dieta base utilizando los ingredientes que se enlistan en la Tabla 8. 

Tabla 8.- Fórmula utilizada para la elaboración del alimento base. 

INGREDIENTE | | PORCENTAJE EN BÍOMASA HUMEDA 1 
I Harina de pescado PROESA 5.00 

Pasta de soya 30.00 
Harina de camarón 4.001 
Harina de trigo 55.19 
Lecitina 1.830 
Aceite de pescado 2.701 
Metionina 0.110 
Mezcla vitaminica 0.220 
Vitamina C 0.025 

1 Monofosfato de sodio 0.923 

Todos los ingredientes se molieron finamente utilizando un turbomolino Pulvejf • se 

pesaron de acuerdo a la formulación y se mezclaron en una batidora Kitchen Aid modelo 

K45SS de 5 litros. 

Primeramente se mezclaron los macroingredientes (harina de pescado, pasta de soya, 

harina de camarón y harina de trigo durante un lapso de 20 minutos. Posteriormente se tomo 

una porción de esta mezcla en un vaso de precipitado de 300 mi para adicionar los 

microingredientes (mezcla vitamínica, monofosfato de sodio, lecitina, metionina y vitamina 

C), los cuales se agregaron manualmente hasta homogenizarse para después añadirlos 

lentamente a la macromezcla. El aceite de pescado se adicionó después de haber añadido a la 

mezcla los microingredientes. Finalmente se adicionaron 300 mi de agua (por Kg de alimento) 

hasta obtener una pasta homogénea. 



La pasta se pasó por un molino de carne (Tor-ReyK, Mod. 22) con un dado de 2mm de 

diámetro de orificio, obteniendose así los pellets, los cuáles fueron secados en una estufa 

eléctrica (Shel LabR, modelo 1330FX) durante 8 minutos a 100°C . 

BIOENSA YO DE QUIMIORRECEPCION EN ACUARIOS 

Se prepararó una dieta base como testigo negativo (Tabla 8). En esta dieta se incluyó 

expresamente un alto porcentaje de soya (30%), lo cual le confiere un efecto antipalatante a la 

dieta, previamente demostrado en otros organismos acuáticos como peces (Lim y Dominy, 

1991) y camarones (Mendoza, com. pers). 

APLICACION DE ATRACTANTES Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los atractantes a probar fueron agregados al alimento de base en una dosis de 0.2%3. 

la metodología que se utilizó fué similar a la propuesta por Costero y Meyers (1991a). 

introduciédose una modificación consistente en eliminar el flujo de agua, debido a que en 

bioensayos previos se observó que los langostinos presentaban una reacción al estímulo 

reostático del flujo de agua. Tanto la temperatura como el pH del agua se mantuvieron 

constantes a 26 +/- 1°C y 7.5-8 respectivamente, ya que se ha demostrado que estos 

parámetros fisicoquímicos pueden afectar el proceso de quimiorecepción, tal como lo 

mencionan Tierney y Atema, (1988) y Lee y Meyers, (1995). 

Se utilizó únicamente un solo individuo por prueba debido principalmente a que la 

presencia de un eventual competidor pudiera potenciar el efecto del atractante e influir en la 

tendencia de los resultados como lo sugieren Lee y Meyers, (1995). 

Se utilizó una dosis del 0.2% debido a que es la dosis recomendada para el atractante comercial 
"Langobuds", siendo esta una buena referencia de comparación. 



REGISTRO DE LA PRUEBA'. Para cada uno de los tratamientos se registraron los 

tiempos en que los ejemplares presentaban las diferentes fases de comportamiento alimenticio 

(Tabla 9), esto es, percepción, orientación, movimiento hacia el estímulo, arribo al alimento e 

ingestión del mismo, tal y como lo recomiendan Costero y Meyers, (1993b). El test se registró 

como negativo si no llegaba a presentarse respuesta después de 500 segundos4. Después de 

cada prueba se vaciaron los acuarios y se llenaron con agua fresca que presentaba las mismas 

características de temperatura y pH. Esto se realizó con la finalidad de evitar que los estímulos 

dispersos en el agua de un bioensayo anterior afectaran las respuestas de los organismos a los 

nuevos estímulos. 

Tabla 9.- Fases de comportamiento alimenticio de crustáceos decápodos de acuerdo con Costero y 

Meyers (1993b). 

FASE | | CARACTERISTICA 
Percepción Detección o reconocimiento de una señal química por las 

anténulas, maxilípidos y dáctilos de los pereiópodos. 
Orientación Cambios de posición del animal en relación a su posición 

antes del estímulo y apuntando a la fuente del estímulo. 
Movimiento El animal inicia sus movimientos de desplazamiento ya sea en 

dirección de la fuente del estímulo o en otro sentido. 
Arribo al alimento El animal llega al lugar donde esta la fuente del estímulo y 

detiene sus movimientos de desplazamiento 
Ingestión del 
alimento 

El animal manipula la dieta con sus quelípedos y apéndices 
maxilares de forma que un número mayor de receptores 
químicos (de contacto) sean expuestos al estímulo alimenticio 

Se consideró el tiempo de SOO segundos debido a que en bioensayos previos se determinó que después de 
este tiempo los individuos no cambiaban su comportamiento hacia un estímulo. 



DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los atractantes experimentales probados fueron: 

• Cadaverina 

• Putrescina 

• Orina de langostino 

• Orina de Jaiba azul 

• Testigo positivo - atractante comercial (LangobudsR ) 

• Testigo positivo - extracto hidroalcoholosoluble de calamar 

Para confirmar el efecto de atracción sobre los sexos se llevaron a cabo cinco 

repeticiones para cada tratamiento con hembras y con machos por separado, . 

Los ejemplares de langostino utilizados fueron mantenidos en una pileta de fibra de 

vidrio con capacidad de 1,500 litros. Estos fueron escogidos de manera aleatoria y se 

colocaron en un acuario limpio 24 horas antes de cada prueba con el fin de estandarizar el 

tiempo de inanición antes del bioensayo. 

Los resultados fueron analizados mediante un análisis de varianza para determinar las 

eventuales diferencias entre los tratamiento. En el caso de encontrarse diferencias significativas 

entre las medias, los tratamientos fueron separados utilizando una prueba de comparación de 

medias de Tuckey (Zar, 1982). 

En el caso particular de las respuestas entre los diferentes sexos se utilizó una prueba 

"t" de student para diferenciar estadísticamente aquel que presentara una mejor respuesta a los 

atractantes utilizados. 



BIOENSAYO DE INGESTION (A ESCALA COMERCIAL) 

Por otro lado se llevaron a cabo dos bioensayos en los cuales se evaluó la ingestión de 

cada uno de los atractantes en condiciones de cultivo comercial con el fin de probar el poder 

atractante y la ingestión de cada dieta en grandes volúmenes de agua y en presencia de otros 

atractantes naturales. Estos bioensayos se orientaron hacia la observación directa de la 

ingestión del alimento. El segundo bioensayo fué monitoreado con una técnica inmunológica. 

OBSERVACION DIRECTA 

Los bioensayos se realizaron en la granja comercial de langostinos nLos Desmontes" 

ubicada en el Municipio de Tecomán, Colima donde se probaron los mismos atractantes que 

para la prueba de quimiorecepción en acuarios. Siendo la única diferencia que dichos 

atractantes fueron agregados por aspersión al alimento comercial que se utiliza en dicha granja 

en una dosis de 0.2%. 

Descripción del bioensayo 

En una jaula de un metro cuadrado se colocaron 10 ejemplares de langostino (5 

hembras y 5 machos) con un peso promedio de 20 gramos a los cuáles se les ofrecieron 80 

pellets de tamaño uniforme (0.4 cm) en una charola (la cantidad de pellets era equivalente a 6 

gramos de alimento) . 

Las charolas fueron levantadas a diferentes tiempos (10, 20, 40 y 80 minutos), 

contabilizándose el número de pellets presente, para que, por diferencia con respecto al 

número inicial de ellos, se obtuviera el número de pellets consumido a cada tiempo. 



METODO INMUNOLOGICO 

Con el fin de constatar si efectivamente habia existido ingestión de los pellets con 

atractantes, se empleó un método inmunológico para determinar cual de los tratamientos 

resultaba más eficaz. Para esto se elaboró un alimento similar a la dieta base a diferencia que 

en este se incluyó 25% de suero conteniendo anticuerpos dirigidos contra adultos de Artemia 

salinez5. Dicho alimento se ofreció de manera similar que en el experimento anterior y después 

de cada uno de los tiempos fueron colectados 3 organismos a los cuáles se les realizó la 

disección de los hepatopáncreas que fueron congelados a -20°C para su posterior utilización 

con el método inmunológico. 

La técnica utilizada es la de Inmunodifiisión radial simple, para lo cual se prepararon 

anticuerpos contra proteínas solubles de Artemia salina de la siguiente manera: 

OBTENCION DE LA PROTEINA 

La Artemia salina fue homogenizada y solubilizada para la extracción de sus proteínas 

solubles con las cuáles se llevo a cabo el protocolo de inmunización. 

PROTOCOLO DE INMUNIZACION 

Una vez obtenido el antígeno se mezcló este con Adyuvante de Freund en una 

proporción de 1:1 de acuerdo con Pickavance, (1970) y Feller, (1979). La suspensión fué 

inyectada intradèrmicamente (1 mi) a un conejo de raza Nueva Zealanda sin inmunizaciones 

previas, en buen estado fisiológico y en intervalos de 15 días durante tres ocasiones, como lo 

sugieren Williams y Chase (1967). 

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



En un tiempo de aproximadamente 45 días se observó el punto máximo en la 

producción de anticuerpos, momento en el cual se procedió a precipitar las inmunoglobulinas a 

partir del suero obtenido. El título resultante en los anticuerpos fue de 1/16. 

ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO 

Las pruebas de especificidad se realizaron probando los anticuerpos obtenidos 

(anticuerpos anti-Artemia salina) contra los antígenos originales y otros componentes de la 

dieta tales como harinas de pescado, camarón y trigo, pasta de soya y homogeneizados de 

intestino de langostino, utilizando el método de doble difusión en agar propuesto por 

Ouchterlony, (1968). Estas pruebas nos permitieron confirmar la ausencia de reacciones 

cruzadas y saber que el antígeno reconocía de manera exclusiva a la proteína original. 

PREPARACION DE LA PLACA 

Se preparó la placa de gel con buffer Tris (Tris lOmM, pH 8.2) y 1% de agarosa en la 

cual se corrieron las muestras de hepatopáncreas obtenidas en la granja. Dichas muestras se 

distribuyeron según la Figura 15, dando como resultado una precipitación alrededor de la 

muestra, cuyo diámetro nos indicaba el consumo de la proteína o alimento (anticuerpo). El 

diámetro del aro fué el indicador proporcional de la cantidad de proteína detectada en el 

hepatopáncreas. La placa fué incubada en una camara húmeda a temperatura ambiente durante 

24 horas. Posteriormente filé colocada en solución salina (0.14M) a fin de favorecer la 

precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo durante un tiempo de 3 horas. El siguiente 

paso fué secar el gel para posteriormente teñirlo con azul de Commasie durante 2 horas y 

decolorarlo posteriormente después con una solución decolorante por espacio promedio de una 

hora. Al final el gel fué secado con aire caliente (40°C) y observado (Mendoza, comm. pers.). 

Los hepatopáncreas obtenidos en el bioensayo comercial fueron mezclados con la 

solución Buffer Tris en una proporción de 1:1 con el fin de homogenizarlos y extraer las 



proteínas solubles (homogenización y centrifugación a 4°C y 4,200 r.p.m. durante 20 

minutos). Posteriormente cada una de las muestras fueron corridas en un gel donde se 

ubicaban los diferentes tratamientos en cuatro tiempos: 10, 20, 40 y 80 minutos (Fig. 9), esto 

con la finalidad de observar en una misma placa cual de los tratamientos y en cual tiempo fue 

consumido la mayor proporción de proteína de la dieta. La cantidad de las muestras colocadas 

en la placa fué de 5ml. 

TRATAMIENTOS 

TIEMPOS 

1 2 3 A 5 6 7 
a • # • • # • • 

• • • • • • • 
b + # • • • • 

c • # • • • • • 
• • • • • • • 

d + • • • • • • 

Figura 15.- Placa de gel que muestra la distribución de cada uno de los atractantes probados, (1) Testigo 
Negativo, (2) Orina de Jaiba, (3) Orina de Langostino, (4) Langobuds, (5) Ex-HAS, (6) Putrescina y (7) 
Cadaverina, durante los diferentes tiempos, (a) 10 minutos, (b) 20 minutos, (c) 40 minutos y (d) 80 minutos. Los 
antígenos están representados por los cuadrados. 



VL- RESULTADOS 

BIOENSAYO DE QUIMIORRECEPCION EN ACUARIOS 

DESCRIPCIÓN DE LAS FASES COMPORTAMENTALES. 

En esta parte de la serie experimental se observaron las distintas fases de 

comportamiento alimenticio que presentaron los langostinos (Fig. 11-14), las cuales se 

describen a continuación: 

Figura 16.- Percepción. Esta fase está caracterizada por movimientos de las antenulas, 

las cuales se mueven manera de látigo, lo que sirve para aumentar el contacto del estimulante 

con los quimioreceptores. El ritmo y la velocidad de estos movimientos depende de la 

naturaleza del atractante 



Figura 17,- Orientación. En esta fase el animal desplega movimientos antenales asi 

como de los pereiópodos, con el fin de guiarse a la fuente del estímulo. El animal cambia 

continuamente su posición hasta apuntar su rostro hacia la fuente de atracción. 

Figura 18.- Movimiento. El animal inicia la locomoción hacia la fuente del estímulo, 

esta se lleva a cabo usando únicamente sus pereiópodos. Durante esta fase el primer par de 

pereiopodos continúa su busqueda en el área frontal y se lleva a la boca cualquier materia que 

encuentre en el camino. Los movimientos antenales y antenulares continúan efectuándose. 



Figura 19.- Arribo al alimento. Es el evento final en la cual el animal llega a la 

fuente de estimulación. El animal hace contacto con los estímulos utilizando los pereiópodos y 

sus partes bucales en un movimiento típicamente exploratorio. 

• 

-

• 

* 

NftÉ NftÉ 

Figura 20.- Ingestión. En esta fase el animal ingiere el alimento en definitiva o bién. 

lo rechaza. 



EVALUACION CUANTITATIVA DEL COMPORTAMIENTO 

En la Tabla 10 se resumen los resultados del tiempo promedio que tardaron los 

langostinos en presentar las diferentes fases de comportamiento alimenticio, con cada uno de 

los tratamientos analizados. 

Tabla 10.- Tiempo promedio en segundos que tardaron los langostinos Hembras (H) y Machos (M) en 
presentar las diferentes fases de comportamiento alienticio. 

FASES 
TRATAMIENTOS Percepción 

H M 
Orientación 
H M 

Movimiento 
H M 

Arribo 
H M 

Ingestión 
H M 

T. negativo 110.8* 104.4* 231.5 ' 198.0' 349.0 ' 268.6* 473.0* 448.4* 496 .0 ' 4 7 8 . 0 ' 

Ex- HAS 39.0bc 40.2" 54.0* 49.2b 65 .2* 68.6b 151.8e 153.2b 162.6b 165.4b 

0. de jaiba 96.0* 25.6b 202.0' 39.0b 257.8 ' 52.2b 4 3 4 . 0 * 105 .2* 4 3 9 . 4 ' 112.0* 

Langobuds 27.8* 29.2b 46.2* 45.6b 67.4* 60.8b 113.4e 102 .4* 130.2b 130 .6* 

Cadaverina 70.2' 21É 28.2" 25.2" 37.8C 3S.0h 7tr 92-(f J 0 0 . # 104.4® 

Putrescina 28 .2* 28.4b 42.0* 43.4b 51.0* 54.2b 115.8* 118 .4* 126.2b 127.4* 

0. langostino 109.4' 24.6b 127.6* 34.8b 194.2* 42.4b 361.8b 95.8C 449 .8 ' 109 .8* 

(Ex-HAS=Extracto hidroalcoholosoluble de calamar; O. de jaiba = Orina de jaiba; O. de langostino = Orina de 
langostino). 

El análisis de varianza reveló la existencia de diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (atractantes) para las distintas fases de comportamiento (F=10.57, 

G.L.10,6, PC0.001). Las comparaciones múltiples entre medias (Tuckey) permitieron 

distinguir la Cadaverina, la Putrescina, el alimento comercial "Langobuds" y el Ex-HAS como 

los mejores atractantes durante la fase de percepción, seguidos por las orinas de jaiba y 

langostino y por último el testigo negativo (Fig. 29). 

Para la fase de orientación se obtuvieron los mismos resultados que para la fase 

anterior, mientras que para las fases de movimiento, arribo e ingestión, se destaca la 

Cadaverina como el mejor atractante, seguida por la Putrescina, el "Langobudse l Ex-HAS y 

la orina de langostino (sin diferencia entre ellos) y por último la orina de jaiba y el testigo 

negativo (Tabla lly Figs. 30-33). 



Tabla 11.- Comparación de medias del tiempo promedio en segundos que tardaron en presentar ambos 
sexos las diferentes fases de comportamiento alimenticio. 

TRATAMIENTOS PERCEPCION ORIENTACION MOVIMIENTO ARRIBO INGESTION 
Cadaverina 21.9 b* 29.6 b 37.9 c 85.4 d 102.5 c 
Putrescina 28.3 b 42.7 b 52.6 be 117.1 cd 126.8 c . 
Ex-HAS 39.6 b 44.9 b 66.9 be 152.5 bed 164.0 be 

Langobuds 28.5 b 51.6b 64.1 be 107.9 cd 130.4 c 
Orina de Jaiba 61.2 ab 120.5 ab 155.0 ab 269.6 b 275.6 b 
Orina de Lang. 67.0 ab 81.2b 118.7 be 228.8 be 279.8 b 
Test. Negativo 107.6 a 204.3 a 260.1 a 460.7 a 487.4 a 

* Literales diferencias indican diferencias significativas (P<0.05; Tuckey, 1984). 

Por otro lado, al analizar los mismos resultados pero tomando en cuenta solo las 

pruebas con los machos se observó que en las primeras tres fases de comportamiento 

(percepción, orientación y movimiento) no se presentaron diferencias significativa entre la 

Cadaverina, la orina de langostino, la orina de jaiba, la Putrescina, el "Langobuds" y el 

Ex-HAS. Unicamente el testigo negativo presentó diferencias significativas con respecto a los 

tratamientos anteriores. En lo que respecta a las fases de arribo e ingestión destacaron efectos 

significativos para la cadaverina y la orina de langostino (ver Tabla 10). 

Los análisis con los datos registrados para las hembras mostraron que la cadaverina es 

el tratamiento que presenta los mejores resultados en todas las fases de comportamiento, 

seguida por la Putrescina, los testigos positivos ("Langobuds" y Ex-HAS), mientras que las 

orinas de Jaiba y Langostino presentaban resultados muy similares al testigo negativo (ver 

Tabla 10). 

Como prueba final se analizaron las diferencias encontradas entre los sexos mediante 

una "t" de Student, observándose que solo se presentaron diferencias entre sexos cuando se 

probaron las orinas de langostino y de jaiba, pudiéndose apreciar que los machos tardaron 

menos tiempo en llevar a cabo las fases de comportamiento, mientras que las hembras 

presentaron un tiempo similar al registrado para el testigo negativo (Tabla 12). 



Tabla 12.- Prueba de "t" de Student para observar las eventuales diferencias presentadas entre machos y 
hembras al ser expuestos a un mismo tratamiento. Los valores de las celdas representan el valor de probabilidad 
"t". Se indica también el nivel de significancia. 

TRAT. PERCEPCION ORIENTACION MOVIMIENTO ARRIBO INGESTION 
Cadaverina .408573 NS .586669 NS .97934 NS .307123 NS .699734 NS 
Putrescina .947604 NS .789663 NS .497119 NS .806996 NS .881017 NS 
Ex-HAS .87716 NS .69586 NS .87074 NS .952619 NS .912239 NS 

Langobuds .866536 NS .966891 NS .527593 NS .250459 NS .979613 NS 
Orina de Jaiba .100221 NS .110273 NS .0342132** .000038 ** .000032 ** 
Orina de Lang. .00000645 ** .00000505 ** .00000150** .000002** .0000067** 
Test. Negativo .657619 NS .63687 NS .925418 NS .314625 NS .300015 NS 

NS=valores no significativos, ** valores altamente significativos (P<0.001) 
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BIOENSAYO REALIZADO EN CONDICIONES COMERCIALES 

Los resultados obtenidos en el bioensayo a escala comercial (Fig. 34), indican el 

número promedio de pellets consumidos por tratamiento en diferentes tiempos de muestreo. 

El análisis de varianza reveló la existencia de diferencias significativas entre los 

tratamientos probados (Tuckey; Zar, 1984). Se observó que solo durante el primer tiempo (10 

minutos) no se presentaron diferencias entre los tratamientos mientras que, a los 20 minutos 

destaca la fracción hidroalcoholosoluble de calamar (Ex-HAS) como el atractante que presenta 

mayor consumo, seguido por la Cadaverina, el "Langobuds" y la Putrescina y finalmente por 

las orinas de jaiba, langostino y el testigo negativo. 

Sin embargo, a los 40 minutos no se observaron diferencias significativas entre el 

Ex-HAS, la Cadaverina, el "Langobuds" y la Putrescina, los cuáles presentaron mayor 

consumo que las orinas de jaiba y langostino y el testigo negativo. 

En el último tiempo registrado (80 minutos) la Cadaverina y el Ex-HAS fueron los que 

presentaron mejores resultados seguidos por el * Langobuds9 y la Putrescina y con un menor 

consumo fueron las orinas de langostino y de jaiba y el testigo negativo (Fig. 34). 
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PRUEBA INMUNOLOGICA 

Mediante la técnica de Inmunodifusión Radial Simple se obtuvieron reacciones de 

precipitación para los tratamientos Cadaverina, Putrescina, "Langobuds" y en menor grado 

para el Ex-HAS, no observándose reacción alguna para las orinas de jaiba y de langostino ni 

para el testigo negativo. 
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Figura 35.- Placa de gel que muestra la reacción antígeno-anticuerpo obtenida para cada uno de los 
atractantes probados, (1) Testigo Negativo, (2) Orina de Jaiba, (3) Orina de Langostino. (4) Langobuds, (5) 
Ex-HAS, (6) Putrescina y (7) Cadaverina, durante los diferentes tiempos, (1) 10 minutos, (2) 20 minutos, (3) 40 
minutos y (4) 80 minutos. 



VIL- DISCUSION 

De manera general, los resultados obtenidos en la serie experimental muestran que 

todas las moléculas naturales probadas funcionaron como atractantes e incitantes alimenticios, 

ya que fueron detectadas a distancia y lograron estimular la iniciación y continuación de la 

alimentación. Esto quedó demostrado por la rápidez con la que trascurrieron todas y cada una 

de las fases con respecto a los testigos negativos, los cuales en los tres tipos de bioensayos 

llevados a cabo, se revelaron menos eficaces en términos de atracción e ingestión. 

SISTEMAS DE BIOENSAYOS 

QUIMIORRECEPCION EN ACUARIOS 

Fases Del Comportamiento Alimenticio 

Las fases comportamentales registradas para Macrobrachium rosenbergii corresponden 

en cierta medida a las detectadas por otros autores como Harpaz et al, (1987) y Costero y 

Meyers (1993) con la diferencia de que en la fase de percepción, Harpaz et al., (op. cit.) 

mencionan que Macrobrachium rosenbergii limpiaba sus anténulas con los maxilípedos, 

aspecto que nunca logramos observar. Por otro lado, tampoco presenta movimientos de los 

maxilípedos, como se ha observado en el camarón Penaeus vannamei (Costero y Meyers, 

1993). En la fase de orientación se presentaron diferencias con respecto a lo reportado por 

Costero y Meyers (op. cit.) y Harpaz et al., (op. cit.) ya que en nuestras observaciones no se 

registraron actividades de busqueda. En cuanto a la fase de movimiento, arribo al alimento e 

ingestión, nuestras observaciones se asemejan a las descritas por los autores arriba citados. 

Por otra parte, Las características de las fases de comportamiento de Macrobrachium 

rosenbergii difieren sensiblemente de otras descripciones realizadas para otras especies tales 



como Panulirus interruptus (Zimmer-Faust et ai, 1984) y Cáncer anthonyi (Fuzessery y 

Childress, 1975). 

El sistema adoptado durante el bioensayo de quimiorrecepción fué similar al propuesto 

por Costero y Meyers (1993), excepto por la modificación consistente en la eliminación del 

flujo de agua, medida que dió buenos resultados debido a que se excluyó una fuente de error 

provocada en este caso por el fenómeno de reotaxis positiva que presentan naturalmente los 

langostinos. 

Otro aspecto importante dentro de la metodología aplicada fué la reducción del stress 

de los organismos, lo cual hubiera podido tener ciertas repercusiones en el comportamiento, 

ya que por experiencia con otros crustáceos sabemos que un organismo estresado altera su 

ritmo alimenticio de manera sustancial. 

Método de aplicación del atractame 

El empleo de los atractantes por medio del método de aspersión en el alimento resulto 

ser sin duda el método más adecuado, ya que este tipo de aplicación implica que los atractantes 

se lixivien rápidamente quedando disponibles de forma casi inmediata al entrar en contacto 

directo con el agua por lo que pueden ocasionar una respuesta de percepción en un tiempo 

sumamente corto, ya que la efectividad de los quimioatractantes está relacionada con su 

coeficiente de difusión y su solubilidad en el agua, lo cual ayuda a la rápida localización e 

ingestión del alimento, mejorando con esto las condiciones físicas y comerciales del cultivo. 

Nuestros resultados sugieren que se adicionen los atractantes mediante este tipo de aplicación, 

contrariamente a lo que señala Provasoli (1976) quien propone un proceso de 

microencapsulación para propiciar una difusión más lenta. 

Un hecho que viene a apoyar nuestras observaciones es el bioensayo en condiciones 

comerciales realizado por Mendoza y Morales (datos no publicados) quienes llevaron a cabo 



pruebas con atractantes en alimento para camarón observando mejores resultados cuando los 

atractantes fueron incluidos por asperción que cuando estos fueron incluidos antes del proceso 

de peletización, por lo que se sospecha que este proceso pudiera estar al origen de las pérdidas 

en la actividad de atracción de las moléculas, presumiblemente debido a las temperaturas que 

se alcanzan durante la peletización (aprox. 75°C) 

Método de Registro 

Para detectar de manera exacta el tiempo invertido por los animales en presentar las 

fases de comportamiento nos apoyamos en un sistema de videofilmación, el cual fué revisado 

inmediatamente después de realizar el test de quimiorrecepción en acuario, y corroborado por 

tres observadores independientes. Este tipo de método ha sido utilizado con excelentes 

resultados por Hill y Wassenberg (1987) y Harpaz y Steiner (1990) y también es ampliamente 

recomendado por Lee y Meyers (1995), ya que con este tipo de apoyo se eliminan ciertos 

factores que podrían afectar el comportamiento normal de los organismos, como el stress que 

puede ser provocado por el mismo observador o bien la falta de objetividad al ser realizadas 

las observaciones por una sola persona. El empleo de videos ofrece adicionalmente una gran 

ventaja ya que se pueden llevar a cabo análisis cuantitativos de ciertos movimientos 

característicos del animal aún después de haber realizado la grabación. 

BfOENSAYO EN CONDICIONES COMERCIALES 

El propósito del bioensayo realizado a escala comercial para observar el efecto de los 

atractantes sobre la ingestión de alimento, fué la simulación lo más cercanamente posible las 

densidades y proporciones de sexos que se manejaban en la granja . En este caso se manejó un 

grupo relativamente grande de organismos. De acuerdo con Lee y Meyers (1995), el empleo 

de un solo animal resulta adecuado solo en condiciones de laboratorio, sin embargo, en 



pruebas de validación experimentales a mayor escala es necesario manejar un número más 

elevado de animales para evaluar de manera precisa la aplicación práctica de los atractantes. 

La gran importancia de realizar este tipo de bioensayos en condiciones de cultivo y alto 

riesgo de extrapolar los resultados del laboratorio directamente, son notables en nuestros 

resultados ya que no obstante que algunos de los atractantes probados funcionaron tanto en el 

bioensayo en acuarios como en condiciones comerciales. Se registró una marcada diferencia en 

el tiempo en que tardaron los animales en percibirlos en ambas condiciones, pudiendo esto ser 

provocado por la gran cantidad de estímulos que se presentan en el medio ambiente acuático. 

INMUNOENSAYO 

Constatación del alimento ingerido en condiciones comerciales. 

En el caso de los crustáceos es imposible identificar visualmente los restos del alimento 

en sus contenidos estomacales. Lo anterior es debido a la maceración excesiva producto del 

trabajo mecánico que realizan las mandíbulas, lo cual aunado a la acción enzimàtica del 

hepatopáncreas propicia que el alimento se convierta en una masa fina. En función de esta 

acción conjugada del aparato masticatorio con la hidrólisis enzimatica el examen directo al 

microscopio revela que en el mejor de los casos una alta incidencia de material duro y 

fragmentos de presas no identificables o material detrítico amorfo difícilmente discernible. 

Ante la imposibilidad de poder identificar los alimentos pre-digeridos en diferentes 

invertebrados han surgido una serie de técnicas inmunologicas que representan una alternativa 

práctica y eficaz para estudiar la ingestión cualitativa y cuantitativa de estos. Asi por medio de 

la la preparación de anticuerpos dirigidos contra una proteína específica de un alimento 

compuesto es posible llevar a cabo la identificación eventual de éste en el tracto digestivo 

(Mendoza, 1994). 

En efecto, en nuestro caso, el método utilizado (Inmunodifusión Radial Simple) resultó, 

a pesar de su simplicidad, ser una buena opción. Sin embargo, un aspecto que amerita ser 



optimizado es la obtención de anticuerpos con un mayor titulo, ya que esto permitiría una 

menor incorporación de suero en el alimento y al mismo tiempo facilitaría su detección. 

ATRACTANTES 

Testigo negativo 

Un aspecto relevante dentro de la serie experimental realizada es la adecuación de 

diferentes testigos negativos de acuerdo al tipo de bioensayo realizado. 

Así, el testigo negativo utilizado en el bioensayo de quimiorrecepción en acuario 

resultó ser no solo antipalatable, sino también antiatractante, característica proporcionada por 

la alta inclusión de pasta de soya y harina de trigo (Lim and Dominy, 1989; Mendoza, 1993b), 

lo cual lo hace un alimento ideal para este tipo de pruebas, ya que como lo sugiere Mackie 

(1973) en este tipo de estudios solo existen dos alternativas, la primera en la cual se omiten 

componentes de la dieta hasta que ésta no es ingerida y una segunda aproximación consistente 

es agregar un estimulante potencial en una dieta que no tenga ningún sabor, es decir que hasta 

donde sea posible sea antipalatante. Un ejemplo de esto último es la dieta basada en caseína 

que fué probada en peces por Mackie y Mitchel (1985). 

Por otra parte, en la prueba de ingestión en condiciones comerciales, el testigo negativo 

fué representado por el alimento que normalmente se utiliza en la granja, el cual ya incluía 

atractantes en su formulación. Al igual que para el caso anterior, el testigo negativo fué 

utilizado como vehículo de los atractantes, de tal forma que la diferencia entre el testigo 

negativo y los demás tratamientos sólo era la inclusión de los atractantes a probar. Los datos 

obtenidos con el testigo negativo en esta prueba resultaron ser menores que los otros 

tratamientos, lo cual es indicativo de la poca cantidad y/o calidad de los atractantes en la 

formulación original. De hecho, en función de los resultados obtenidos se hace evidente que 

alimentos comerciales como el utilizado, a pesar de estar bien formulados, descuidan el factor 

de atractabilidad, indispensable en condiciones de producción. 



Finalmente, en lo que toca al bioensayo inmunológico, se utilizó un testigo negativo 

similar al utilizado en las pruebas de quimiorrecepción en acuarios, que como se dijo 

anteriormente resultó ser antiatractante y antipalatable, con la diferencia de que a éste se le 

agregó suero conteniendo anticuerpos contra Artemia salina. En este bioensayo el testigo 

negativo no presentó reacción alguna en la técnica de inmunodifusión radial simple, lo cual en 

principio fué ocasionado por la poca ingestión de los pellets sin atractante. 

Testigos Positivos 

Se utilizaron dos tipos de testigos positivos, con la finalidad de contar con parámetros 

de referencia, tanto en condiciones comerciales (atractante comercial "Langobuds") como en 

condiciones de laboratorio (extracto hidroalcoholosoluble de calamar). 

El atractante comercial "Langobuds" fue utilizado debido a los magníficos resultados 

que ha ofrecido tanto a nivel de laboratorio como en condiciones comerciales con distintas 

especies de camarones peneidos Penaeus vannamei y P. monodon(Costero y Meyers, 1993; 

Miller, 1993; Mendoza, comm. per). La utilización de este producto ha implicado reducir el 

tiempo de localización e ingestión hasta un 50% en estos estudios. En el caso de nuestra serie 

experimental demostró ser igualmente eficaz al probarlo con Macrobrachium rosenbergii, ya 

que se logró reducir estos parámetros hasta un 60% en condiciones de laboratorio y 40% en 

condiciones comerciales. El hecho de que este atractante se haya revelado ligeramente menos 

potente que otros de los tratamientos pudiera ser debido a alguno de los elementos de su 

composición, que resultara ser sumamente atractante para los camarones penaeidos, lo era en 

menor medida para los langostinos. En efecto, uno de los componentes del "Langobudsn es la 

betaina, molécula que resulta un excelente atractante para diferentes crustáceos (ver Tabla 7), 

sin embargo su uso en Macrobrachium ha sido sujeto de cierta controversia ya que si bien, en 

ciertos experimentos ha resultado atractante (Carr y Chaney, 1975; Hodgson y Mathewson, 

1976; Harpaz et al., 1987; Harpaz y Stainer, 1990), pero en otros, al contrario ha resultado 



ser repelente (Dreby y Harpaz, 1988). En fin, no se puede descartar que el efecto sinèrgico de 

otros componentes de esta mezcla compleja pudieran haber atenuado ligeramente la respuesta. 

Por otra parte, el extracto hidroalcoholosoluble de calamar (Ex-HAS), presentó buenos 

resultados tanto en el bioensayo de quimiorrecepción en acuario como en las pruebas de 

ingestión a escala comercial, lo cual coincide con las numerosas observaciones realizadas por 

diversos investigadores (ver Tabla 6). Un aspecto interesante es que este potente atractante 

tiene un amplio espectro zoológico, en efecto, como se podrá constatar ha dado efectivos 

resultados probado no sólo en peces de diferentes especies, sino, en todos los crustáceos con 

los cuáles se ha experimentado, acreditándolo, sin duda, como un excelente testigo positivo. 

Orinas de Jaiba y Langostino 

Las orinas de jaiba azul (Callinectes sapidus) y de langostino (Macrobrachium 

rosenbergii) fueron utilizadas como atractantes en el presente trabajo, las cuales fueron 

extraídas de hembras en estadio precopulatorio ya que es en esta fase cuando las feromonas se 

emiten y alcanzan su mayor actividad biológica (Gleeson, 1990). A pesar de los interesantes 

resultados obtenidos, la utilización de estas moléculas no es viable por el momento. En efecto, 

los métodos de extracción utilizados son imprácticos y difíciles de utilizar para obtener una 

cantidad suficiente de feromonas para ser aplicada a una importante cantidad de aliemento, por 

lo que es imperativa su pronta identificación y caracterización tal y como se ha utilizado para 

la jaiba Callinectes sapidus (Glesson et al., 1984) y para Hommarus americanus (Atema y 

Cowan, 1986) 

Los resultados obtenidos con ambas orinas no fueron diferentes entre lo que indicó que 

las feromonas de jaiba pudiesen presentar una marcada similitud con las de langostino ya que 

lograron atraer a este último. De la misma manera Kittredge et a/.,(1971) mencionan que las 

feromonas de una hembra de una especie pueden ser detectadas por machos de otra especie. 

Otra posible alternativa es que existieran otras moléculas dentro de la orina de jaiba que 



resultara atractivas para el langostino. Sin embargo, se logró apreciar el fenóeno inverso, por 

ejemplo, la orina de langostino resultóser igualmente atractiva para las jaibas. Vale la pena 

considerar que las orinas, ademá de feromonas, contienen productos de excreción tales como 

urea y diversos compuestos nitrogenados como las aminas tercierias, aminoácidos y 

nucleótidos, los cuales resultaron ser atractantes en diferentes crustáceos (ver Tabla 5. 6, 7). 

Aminas Biogéicas 

La mayor parte de las sustancias de bajo peso molecular que han resultado ser 

estimulantes potentes y habitualmente atractantes en crustáceos, son los aminoácidos mientras 

que las azúares, alcoholes, almidones y los áidos grasos y otros compuestos han dado menores 

respuestas (o ninguna), esto puede ser atribuido a los hábitos alimenticios de la especie 

utilizada, así tenemos que Orconectes rusticus (vegetariano) es más sensible a azucares que 

Orconectes virilis (carnívoro) que es más sencible a aminoácidos (Tierney y Atenía, 1988). 

Por lo anterior, en el presente estudio decidimos evaluar moléculas naturales derivadas de 

aminoácidos, como es el caso de las aminas biogénicas. 

Los resultados obtenidos en los diferentes bioensayos realizados demuestran que las 

aminas biogénicas Putrescina y Cadaverina resultaron ser de los mejores atractantes e 

incitantes, ya que como se observó en la prueba de quimiorrecepción en acuario los 

langostinos invierten menos tiempo en presentar las diferentes fases de comportamiento cuando 

son expuestos a la Cadaverina y solo un poco más de tiempo cuando son expuestos a la 

Putrescina. En la prueba de ingestión en condiciones comerciales, la Cadaverina presentó 

sistemáticamente mejores resultados que el resto de los atractantes probados, mientras que la 

putrescina presentó buenos resultados pero con menor eñcacidad que los testigos positivos y 

por consecuencia menores que la Putrescina, mientras que en un bioensayo, en el cual se 

realizó la constatación de lo ingerido por un método inmunológico, se observó que las aminas 

presentaban una reacción antígeno-anticuerpo más marcada, lo cual implicaba un mayor 

consumo del alimento con estas aminas. 



Considerando los resultados de manera global, cabe hacer mención que en la literatura 

nunca se ha reportado que una sola molécula presente mejores resultados que mezclas 

artificiales o naturales de moléculas o extractos de diferentes organismos, tal fué el caso de la 

Cadaverina en nuestros resultados, ya que se reveló más potente que los demás tratamientos 

probados. 

Los resultados obtenidos así como las numerosas observaciones reportadas en la 

literatura nos proveen de diversos puntos de reflexión que podrían ser conjuntados en una 

teoría complementaria a la estipulada por Zimmer-Faust (1987) quien señala que dentro del 

grupo de los crustáceos, aquellos con hábitos carnívoros tienden a buscar alimento con altos 

niveles de energía (una carga energetica alta), mientras que nuestros resultados indican que 

los crustáceos de hábitos omnívoros tienden a ser atraídos por moléculas degradadas, las 

cuales son liberadas a menudo dentro del proceso de descomposición de los organismos, así 

como durante la excreción y que en consecuencia presentan un bajo valor en cuanto a carga 

energética. 

Lo anterior puede ser ampliamente constatado si tomamos en cuenta que en el curso del 

proceso de descomposición se produce una especie de reacción en cadena en cuanto a la 

degradación protéica, esto es, que las proteínas y/o péptidos son convertidos en amino ácidos 

libres los cuales son convertidos a su vez en aminas biogénicas y por otro lado de manera 

simultánea, se forman nucleótidos y sales cuaternarias de amonio, los cuales son liberados al 

medio ambiente. Todas las moléculas anteriores presentan propiedades de atracción y 

estimulación hacia los langostinos y otros crustáceos tal y como lo describen los antecedentes 

mencionados en el presente trabajo. 

Efectivamente, la alta concentración tisular de varias de las substancias de bajo peso 

molecular están en relación con el papel que juegan en la regulación osmótica intracelular. 

Estas sustancias se escapan de los organismos como resultado de la lixiaviación, excreción, 

daño tisular y descomposición. La rapida proliferación bacteriana y otros organismos 

normalmente aseguran la remoción de estas sustancias en el agua propiciando que existan bajas 



concentraciones en el medio ambiente. Esta característica, la existencia de bajas 

concentraciones en el medio, es una condición sine qua non para que resulten atractantes, ya 

que como se ha mencionado en la literatura, las altas concentraciones de moléculas 

potencialmente atractantes en el medio ambiente provocan una disminución en su capacidad de 

atracción debido a que son bloqueados los receptores específicos para los mismos. 

Por su parte Zimmer-Faust (1989) sostiene que la tasa de aminoácidos y su conversión 

en amonia decrece al aumentar el grado de descomposición del cadáver, lo que resulta en una 

disminución correspondiente en el comportamiento alimenticio predatorio ya que considera la 

relación entre los aminoácidos y el amonio como una señal relativa a la calidad del alimento en 

términos de nitrógeno. Por otra parte argumenta que el ATP al descomponerse rapidamente 

durante la muerte celular ya no atraería a los predadores puesto que poseen cierta sensibilidad 

al ATP, lo que se puede considerar de alguna manera como una señal energética. Sin embargo 

el ATP por si solo no puede actuar como un indicativo ya que las concentraciones celulares 

varían grandemente dependiendo de la etapa de vida del organismo, de su nivel de actividad y 

otros factores medioambientales, por consiguiente establece que la carga energética resulta una 

señal más adecuada de la energía metabòlica total disponible para un organismo, de aquí que 

su percepción por un predador pueda asistir en el reconocimiento de la calidad energetica de la 

presa. En oposición a esto, nuestros resultados indican que los langostinos resultan atraídos 

por moléculas que son liberadas durante el proceso de descomposición (Aminas biogénicas) y 

excreción (orina de jaiba y langostino) y que en consecuencia tienen una baja carga energética. 

Cabe destacar, a este propósito, que justamente los langostinos presentan hábitos 

alimenticios del tipo omnívoro con una marcada preferencia por pequeños organismos y 

cadaveres de peces y otros animales (Ling, 1969) lo cual esta en relación con los resultados de 

quimioatracción presentados por las aminas biogénicas. 

Un argumento adicional que viene a apoyar esta teoria es que de acuerdo a Hatt (1984) 

y Bauer, et al., (1981) la efectividad de los aminoácidos se pierde al sustituir, alterar o 



eliminar el grupo amino, sin embargo, al eliminar el grupo carboxilo la eñcacidad en términos 

de atracción se mantiene, aunque en menor nivel. Estos resultados están en concordancia con 

nuestros resultados ya que las aminas biogénicas (formadas por descarboxilación de 

aminoácidos) estimulaban ampliamente el comportamiento alimenticio del langostino, Por otro 

lado mencionan que las formas L de los aminoácidos son más efectivas que las formas D, los 

a- aminoácidos son mejores que los b , y por último los aminoácidos con más de 5 átomos de 

carbono tienen menos efecto. Lo anterior concuerda con las características que presentan la 

Lisina y Arginina y por ende las características de las aminas biogénicas utilizadas. 

Esta interpretación sería valida solo en las etapas de estadio juvenil y adulto puesto que 

no existen indicios de que los amino ácidos resulten atractantes para las etapas juveniles de 

crustáceos (Kurmaly et al., 1990) por lo que es muy probable que tampoco las aminas 

biogénicas funcionen como tal, de esta manera solo podrían tener efecto una vez que 

estuvieran bien definidos los hábitos alimenticios del animal. Por otro lado, cabe señalar que si 

bien estas moléculas evocaron excelentes respuestas en términos de atractabilidad con 

Macrobrachium rosenbergii, podrían no provocar una respuesta de la misma naturaleza en 

otras especies y de hecho podrían incluso resultar inhibitorias. A este respecto Lee y Meyers 

(1995) mencionan que una misma molécula puede ser atractante para diferentes especies y 

repelente para otras. 

Un aspecto importante en torno a la utilización de estas moléculas es la concentración a 

la cual se apliquen. Este parámetro resulta ser especialmente delicado en el caso de las aminas 

biogénicas, ya que existen antecedentes de efectos nocivos al ser utilizadas en grandes 

concentraciones (Smith, 1990; Cowey y Cho, 1992). En el otro extremo, si no se adiciona una 

concentración sufuciente es probable que su efecto como atractante se vea limitado, por lo cual 

es necesario que en un futuro se considere la elaboración de curvas dosis-respuesta. Esta 

consideración no debería prejuiciar el eventual uso de éstas moléculas, puesto que se 

encuentran normalmente en todos los organismos vivos y cumplen con funciones biológicas 

particulares. 



Entre las funciones de la putrescina en el metabolismo de los organismos destaca que 

es esencial para el crecimiento celular y se cree que tiene un papel importante en la sintesis del 

DNA, RNA y proteínas (Pegg, 1984). También se le atribuye un rol en la estabilización de los 

ribosomas y un aumento en la absorción de aminoácidos por las células. Además la Putrescina 

puede tener un papel promotor de crecimiento (Smith, 1990). 



VIII.- CONCLUSIONES 

Las moléculas utilizadas en el presente estudio resultaron ser atractantes e incitantes, 

destacando las aminas biogénicas Cadaverina y Putrescina. Este es un dato sumamente 

interesante tomando en cuenta que en la naturaleza la mayoría de los decápodos, debido a sus 

hábitos alimenticios, tienen marcadas preferencias por material en descomposición de origen 

animal o vegetal. 

Otros atractantes que presentaron buenos resultados fueron los testigos positivos, el 

atractante comercial "Langobuds" y el extracto hidroalcoholosoluble de calamar (Ex-HAS), ya 

que no existe diferencia significativa con las aminas biogénicas. La ventaja del atractante 

comercial sobre el extracto de calamar es su consistencia en la composición, mientras que el 

extracto de calamar puede mostrar en algunas ocasiones buenos resultados, su composición 

depende de la especie, el tamaño, el estado fisiológico y su nutrición las cuales finalmente 

determinan su composición. 

Las diferencias en atracción que se presentaron entre hembras y machos indican que las 

muestras de orina efectivamente presentaban actividad "feromonal", ya que solo los machos 

eran atraídos hacia el estímulo. A pesar de no haber mostrado buenos resultados con hembras 

como los otros atractantes, existe cierto potencial para que estas pueden ser utilizadas en 

cultivos monosexuales de Macrobrachium rosenbergii.. 

Tomando en cuenta que el alimento representa entre el 50 y 60% de los gastos de 

operación en una granja de langostino, el uso de atractantes es una buena opción para mejorar 

las condiciones de cultivo y por lo tanto incrementar la rentabilidad del mismo. 



Considerando que el uso de aminas biogénicas comerciales puede resultar oneroso al 

igual que el uso de atractantes comerciales y por otro lado, hasta el momento no se ha logrado 

sintetizar las feromonas sexuales, la tendencia a seguir es la obtención de aminas biogénicas 

naturales a partir de subproductos de pescado. 

Lo anterior se pude lograr con apoyo de una gran cantidad de estudios realizados para 

identificar la presencia de poliaminas mediante diferentes métodos. 

Otra opción es analizar otros tipos de atractantes, de fácil obtención y de bajo costo. 
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